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Lista de símbolos y siglas
ATP : adenosina trifosfato
bp : pares de bases
°C : grados centígrados
Ci : Curies
yCi : microcuries
Cm : cloranfenicol
Cou : coumermicina
cpm : cuentas por minuto
DA : fenotipo DA: fenotipo caracterizado por terminación 
anticipada (respecto al silvestre) de la síntesis de 
DNA
DD : fenotipo DD: fenotipo caracterizado por iniciación 
retardada (respecto al silvestre) de la síntesis de 
DNA
Dint : fenotipo Dint: fenotipo caracterizado por síntesis 
de DNA anormal
DNA : ácido deoxirribonucleico
DO : fenotipo DO: fenotipo defectivo en síntesis de DNA
DOsoonm : densidad óptica a la longitud de onda de 500 
nanometros
dUMP : ácido deoxiuridílico
g : gramos 
yg : microgramo
gp : producto del gen: entidad por la cual se expresa el 
gen
hmU : 5-hidroximetil uracilo
K : kilodaltons
Kpb : kilopares de bases
1 : litro
M : molar
mg : miligramo
m.i. : multiplicidad de infección 
mi : mililitro 
min : minuto 
mmol : milimoles
mRNA : ácido ribonucleico mensajero 
Nal : ácido nalidíxico
NG : N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina
nm : nanometro
Novo : novobiocina
Oxo : ácido oxolínico
Pe : promotor temprano
p.i. : post-infección
PM : peso molecular
Pm : promotor medio
P1 : promotor tardío
rRNA : ácido ribonucleico ribosomal
RNA : ácido ribonucleico
rpm : revoluciones por minuto
TCA : ácido tricloroacético
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1PRESENTACIÓN
En las distintas etapas de la expresión de los bac­
teriófagos la transcripción del genoma se realiza en zonas 
restringidas de DNA. Como consecuencia de ello, durante el 
ciclo lítico aparecen en forma escalonada diferentes clases 
de RNAs, existiendo controles positivos y negativos que regu­
lan esta transcripción coordinada.
En este trabajo se estudian los mecanismos involu­
crados en el control de la transcripción durante las etapas 
tempranas y tardías del ciclo lítico producido por el bacte­
riófago SP01, la influencia que ejerce la replicación sobre 
la transcripción viral tardía y el requerimiento de un cier­
to estado topológico del DNA para su replicación viral.
Como introducción se realiza una revisión bibliográ 
fica de, por una parte, el complejo de replicación y las en­
zimas que alteran el estado topológico del DNA, y por otra, 
de la maquinaria de transcripción del bacteriófago SP01, como 
así también los mecanismos de control conocidos.
La parte experimental se divide en tres secciones: 
En la primera se analizan los efectos de los inhibidores de 
replicación sobre el ciclo lítico del bacteriófago SP01 cre­
cido sobre distintas cepas de BclcáI I il í, ¿ub£L¿¿t>.
En el segundo capítulo se estudia la necesidad en el sistema 
de una enzima de replicación activa y cómo ésta interviene en 
la expresión genética. Esta función es llamada en el presente 
trabajo SP01 DNA topoisomerasa.
En la tercera sección se estudia la incapacidad para sinteti­
zar RNAs de clases tardías en los bacteriófagos mutantes leta 
les condicionales de tipo supresible de: dientes en replica­
ción (DO), y se analiza además, un posii a control positivo 
de transcripción.
I N T R O D U C C I O N
2I,  COMPLEJO DE REPLICACION
Se han planteado numerosos interrogantes acerca 
de cómo replican su DNA los seres vivos. Si bien la mayo­
ría de las respuestas aún se ignoran, se ha determinado 
un modelo de replicación en E¿cheA ¿ch ¿a  co L ¿ (E. c o ¿¿] que, 
en forma tentativa, se hace extensible a otros sistemas 
bacterianos. Este modelo se basa en la acción integrada 
de varias enzimas y proteínas, las cuales funcionan for­
mando un complejo.
En el Simposio del Coid Spring Harbor de 1968 
(Vol. 33) se establecieron las bases moleculares del meca 
nismo de acción de la DNA polimerasa I (DNA pol I) de E. 
c o t í . Esta enzima requiere un extremo 3' OH libre (como 
cebador o "primer"), deoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) 
y un DNA molde para comenzar el ensamblado de bases en di 
rección 5' — ► 3' de acuerdo al modelo de Watson y Crick. 
Hoy se sabe que, si bien la DNA pol I interviene en la re 
plicación de plásmidos relajados de alto número de copias 
(e j. Col El), no es la enzima encargada de replicar el 
genoma bacteriano, función que cumple la DNA pol III. Es­
ta última presenta los mismos requerimientos antes des- 
criptos para la DNA pol I.
La enzima de transcripción, RNA polimerasa DNA 
dirigida (RNA pol), actúa por un mecanismo similar al an­
terior, aunque más simple. La mayor diferencia entre RNA 
pol y DNA pol, aparte del ensamblaje específico (uracilo 
o timina) es la capacidad de la primera de iniciar la sin 
tesis de una cadena polinucleotídica sin requerir un ex­
tremo 3‘ OH libre para colocar el primer nucleótido. Esta
3propiedad es utilizada en la replicación, ya que la RNA pol 
(u otras enzimas similares) sintetiza un fragmento de RNA ce­
bador, a partir del cual actúa luego la DNA pol (166).
INICIADORES DE LA SINTESIS DE DNA
La replicación del cromosoma bacteriano comienza 
en un punto específico u origen de replicación, y requiere 
proteínas iniciadoras, libres o unidas a membrana, que serían 
las responsables de la síntesis del cebador y de modificar la 
conformación del DNA.
Si bien hemos mencionado a la RNA pol como enzima 
capaz de catalizar la síntesis del "primer", no es la única 
con tal actividad. Por ejemplo, mientras rifampicina (inhibi­
dor de RNA pol) impide la síntesis del cebador en fagos fila­
mentosos de E. c o t í (M13, fd, etc.) (168), no tiene acción so 
bre la replicación de fagos con simetría icosaédrica (0X174, 
G4, ST1, etc.). Estos últimos utilizan, para fabricar su "pr:i 
mer", al producto del gen bacteriano dnaG.
En sistemas de DNA de doble cadena, no solamente 
es necesario desenrollar el DNA para su replicación, sino que 
además se necesita separar las cadenas para formar el cebador. 
En E. c o t í se ha demostrado, por estudios genéticos, que se 
requiere la acción compuesta de las funciones codificadas por 
los genes dnaG, dnaB, dnaC y RNA pol. Esta última aceleraría 
la velocidad de síntesis del cebador (192) , quizás modifican­
do la conformación del DNA.
Los genes dnaB y dnaC codifican un grupo de proteí 
ñas preparadoras ("priming") para la síntesis del cebador,
4proteínas i, n, n' y DBP (74). La proteína dnaG es capaz de 
incorporar oligonucleótidos que pueden ser ribo, desoxirribo, 
o una mezcla de ambos (191) y es la encargada de sintetizar 
el cebador propiamente dicho desde el origen de replicación 
(74), requiriendo la conjunción de las otras proteínas mencio 
nadas para que la síntesis sea eficiente y ocurra a alta velo 
cidad.
Evidentemente la iniciación de la replicación debe 
estar sujeta a controles precisos que aseguren que la duplica 
ción cromosomal sea concordante con la duplicación celular. 
Recientemente, utilizando un plásmido como modelo experimen­
tal, se han presentado evidencias acerca de estos controles. 
Un fragmento de RNA que se une al cebador, por hibridización, 
sería el responsable de desestabilizar la unión del cebador 
con el DNA. Este RNA forma un pequeño globo, "loop", frenan­
do, por falta de cebador, a la señal de iniciación (176). Co­
mo se había ya postulado en años anteriores, en la sucesiva 
división celular disminuiría la concentración de esta molécu­
la represora y dejaría libre al origen de replicación (127). 
Además, se han presentado evidencias de que existen sitios es 
pecíficos del sistema de recombinación que permiten el mante­
nimiento del replicón bacteriano como monómero. Este sistema 
es muy preciso y tiene alta eficiencia (7).
ELONGACION DE LA CADENA DE DNA
La cadena de DNA se elonga en dirección 5'— ► 3' 
sobre una hebra patrón 3' — ► 5' y de manera semiconservativa 
bidireccional. Esta síntesis comienza por la adición de restos
dNTPs al extremo 3' del tramo cebador gracias a la DNA pol III. 
Se requiere la acción de proteínas desenrollantes y separadoras 
de la doble hélice para que la cadena naciente progrese. Una 
vez que se ha formado un corto fragmento de Okazaki (166) de 
RNA-DNA, el primero es escindido y separado a partir de su ex­
tremo 5', al parecer por la función exonucleasa asociada a la 
DNA pol I, o por la RNAsa H. Posteriormente la DNA pol I relle­
na los espacios digeridos y una DNA ligasa sella los fragmentos 
entre sí.
Este modelo no es extensible a otros sistemas. Por 
ejemplo, la replicación del plásmido Col El presenta una sínte­
sis continua de una de las cadenas y la otra sería discontinua 
(68). La replicación del fago P2 es unidireccional y desde un 
punto fijo (112). El fago lambda (0X174 y otros) se replica se­
gún el modelo del círculo rotatorio.
En E. c.o£¿, si bien se requiere una activa síntesis 
de proteínas para iniciar la replicación (78), ésta no es nece­
saria para mantener la elongación (77) ; hay otros sistemas (por 
ejemplo, plásmidos relajados) totalmente independientes de la 
síntesis de proteínas (18) o totalmente dependientes, como SP01 
(83) .
PROTEINAS QUE AFECTAN LA CONFORMACION DEL DNA
En los últimos años han sido extensamente analiza­
dos los cambios topológicos a que es sometido el DNA (22) . Di­
chas modificaciones son biológicamente fundamentales en los me 
canismos de transcripción, duplicación cromosomal y en su regu 
lación, así como también en los procesos de reparación y
- b -
recombinación genética. Nuestra intención es hacer una rápida 
revisión de las enzimas o proteínas que intervienen en los cam­
bios del estado conformacional del DNA, y poner especial énfa­
sis en las DNA topoisomerasas, siempre tomando como modelo el 
propuesto para E. do&í.
Para una más simple clasificación se las agrupa en proteínas 
que se unen a una o a las dos cadenas de DNA, y aquéllas que 
tienen función enzimática son clasificadas según su dependen­
cia o independencia de energía química.
Dentro de las proteínas que se unen a una de las he­
bras tenemos a la proteína I (156), responsable de la desesta­
bilización de la doble hélice. Impide una transcripción descon 
trolada por la RNA pol y guía la iniciación de la síntesis de 
DNA en un sitio específico. Además, la proteína dnaG sólo for­
ma el cebador en presencia de esta proteína.
La proteína I mejora la elongación de la cadena de 
DNA por la DNA pol III y DNA pol II (44), pero no afecta la 
DNA pol I ni la DNA pol del fago T4.
Este bacteriófago codifica una proteína (producto 
del gen 32) que se une a una de las cadenas de su DNA y deses­
tabiliza la doble hélice. Una mutación en este gen interfiere 
en la replicación y recombinación viral (147). En los fagos T5 
y T7 se han descripto proteínas con función similar a la anali 
zada (153).
Dentro de las proteínas que se unen a las dos cade­
nas del DNA podemos enumerar a la proteína II. Dado que es ac­
tiva como monómero, dímero y tetrámero, en un comienzo se pen­
só que eran tres proteínas diferentes con idéntica función 
(llamadas HU, HD y NS). Forma una estructura similar a los nu- 
cleosomas de células eucariotes (146) inhibiendo la síntesis
/de DNA por la DNA pol III (10). Es capaz de mejorar la trans­
cripción del fago lambda (145), aunque, curiosamente, en el 
bacteriófago SPOl se ha descripto un inhibidor inespecífico 
de la transcripción (TFl) (188) que tiene alta homología con 
esta proteína (46).
Dentro del grupo de las enzimas independientes de 
energía química tenemos a las DNA topoisomerasas I. Tanto las 
de procariotes como las de eucariotes están involucradas en 
la rotura y reunión de una de las cadenas de DNA. Las primeras 
son capaces de relajar el DNA superenrollado negativamente 
(128) pero esencialmente no afectan al DNA superenrollado posi_ 
tivamente (188). Todas las actividades catalíticas de este ti­
po de enzimas son dependientes de Mg++ y sus sitios de unión 
al DNA no son al azar (179).
Las enzimas de células eucariotes difieren en varios 
aspectos de las de procariotes: son activas en ausencia de Mg++ 
y aún en estas condiciones relajan al DNA superenrollado posi 
tivamente y parecerían no tener especificidad de unión al DNA (23).
Recientemente se han logrado aislar mutantes termosensi- 
bles en varias especies bacterianas (161, 177) que aportarán 
un mayor conocimiento al rol fisiológico de esta enzima.
Del grupo de las enzimas que modifican el estado to- 
pológico del DNA y requieren energía química tenemos a las DNA 
helicasas, a la proteína recA y a las DNA topoisomerasas II.
En E. c o ¿ ¿ se conocen cuatro helicasas: DNA helicasa I, 
II y III (1) y el producto del gen rep (152). En el fago T4 se 
ha descripto también una helicasa (T4 helicasa).
Existen pequeñas diferencias entre ellas, pero todas 
tienen función ATPasa dependiente y son capaces de abrir las 
dos cadenas de DNA, a modo de cuña. Algunas requieren una
región de DNA de cadena simple más grande, otras, más pequeña, 
o, como la rep, un corte, para comenzar a separar a las dos ca 
denas (32). Es poco lo que se conoce sobre la función biológi­
ca de estas proteínas, pero indiscutiblemente intervienen en 
la síntesis de DNA.
Se ha encontrado recientemente que las helicasas II 
y III actúan conjuntamente y son importantes en la iniciación 
de la replicación del cromosoma circular cerrado de E. coLL  
(73) .
La proteína recA es requerida para recombinación ge­
nética en general, para la reparación post-replicativa y para 
la inducción de fagos. Juega un rol importante en la división 
celular y en los procesos mutagénicos (131) . La expresión de 
este gen es inducida por un DNA dañado, por un freno en la re­
plicación o por inhibidores de la DNA girasa (116). Su función 
más prominente es la de catalizar, en presencia de ATP, la u- 
nión de pares de bases homólogas entre moléculas de DNA. Su re 
sultado es la renaturalización o desnaturalización del DNA, 
por ejemplo, el apareamiento de cadenas simples a una doble ca 
dena formando un heterodúplex de tres cadenas con el desplaza­
miento de una de éstas (95). También funciona como proteasa 
ATP dependiente (21); en presencia de DNA de simple cadena es 
capaz de inactivar y clivar a la proteína represora del fago 
lambda (142) y al producto del gen lexA (85). Se sugiere que 
este último estaría involucrado en el control de la expresión 
de la enzima.
Otra enzima que se une al DNA cambiando su estado 
conformacional es la RNA pol, pero será analizada más adelante.
Por último analizaremos a las DNA topoisomerasas II, 
enzimas que nos permiten responder a un gran número de
interrogantes. Hace casi 30 años que Watson y Crick propusie­
ron el modelo de la estructura helicoidal del DNA (185) , pero 
recién en la última década se han podido conocer detalles de 
sus cambios conformacionales. El DNA presenta dos configuracio 
nes mayoritarias: una donde se lo encuentra circular abierto, 
10,4 pares de bases (pb) por giro, y otra que se halla super- 
enrollado negativamente (183) . Este último estado conformacio- 
nal hace más accesible al DNA a los agentes que reconocen DNA 
de simple cadena, como así también favorece la exposición de 
las secuencias palindrómicas con estructuras cruciformes (50).
Como prototipo presentaremos a la enzima más conoci­
da de este grupo, la DNA girasa. Está formada por dos subunida 
des, A y B. El complejo tiene cantidades equimoleculares de am 
bas (100) y existe en solución como tetrámero gyrA^ gyrB^ (166), 
tal como se observa en E. c.oLLf en Uíc /lococuó ZuXeiU (72) y en 
BacÁJttuL6 ¿ub£í£¿& (167) .
Se han descripto las siguientes actividades:
a. Superenrollamiento negativo del DNA circular cerrado depen­
diente de ATP.
b. Relajación de los supergiros en ausencia de ATP.
c. Cortes en las dos cadenas de DNA promovidos por ácido oxolí 
nico (oxo) en sitios específicos.
d. Hidrólisis de ATP DNA dependiente.
e. Formación y resolución de nudos y encadenados de DNA.
Todos los modelos de acción de la enzima sostienen 
el pasaje de un segmento de DNA a través de la doble cadena ro 
ta, generalmente utilizando sitios específicos (14, 90, 101, 
35). Los modelos difieren en el mecanismo de transferencia de 
la cadena, y en particular en cómo la reacción de superenrolla 
miento asegura una correcta polaridad. Esquematizaremos
brevemente uno de éstos, el de Mizzuchi y Mizzuchi (101) y 
sus diferencias con los otros (Figura 1).
Los sitios específicos (secuencias palindrómicas) en 
que Oxo promueve el corte de la cadena son también los si­
tios de unión de la enzima en la reacción de superenrolla- 
miento. Eso sugiere que los segmentos de DNA que son trans- 
ladados a través del corte se encuentran cercanos o dentro 
de una limitada región de 140 pb protegida del ataque por 
nucleasas, y son enrollados sobre la enzima (86). Es ese en­
rollamiento el que provee directamente la reacción de super 
enrollamiento.
La unión con ATP le produce un cambio conformacional 
a la enzima y conduce, en la operación acoplada, al transpor 
te de los segmentos "protegidos" a través de la cadena rota 
y posterior reunión del corte (Fig. 1C) disminuyendo el núme 
ro de eslabones (número de veces que una cadena de DNA se en 
rolla alrededor del eje de la hélice cuando el círculo es 
forzado a yacer sobre un plano).
La DNA girasa también puede disminuir el número de es 
labones formando cadenas o nudos de DNA, por yuxtaposición de 
éstas.
En este modelo, la relajación del DNA superenrollado 
negativamente requiere que los segmentos de DNA puedan ser 
reunidos en el sentido opuesto al del supergiro (Fig. 1H, I y J). 
Esta operación ha sido llamada por Brown y Cozzarelli (14) 
"inversión de signo". En el mecanismo propuesto por estos ú_l 
timos autores en un primer paso la enzima se une al DNA en 2 
sitios e introduce supergiros positivos, un subsecuente pasa 
je de uno de los 2 brazos de ese lazo a través de una rotura 
transitoria de la doble cadena "invierte el signo" de los gi^  
ros, reduciendo el número de eslabones por dos.
Figura 1
Modelo por el cual la DNA girasa puede superenrollar al DNA. 
(A) La enzima se une preferiblemente a ciertos sitios del DNA e 
Induce supergiros positivos en una región retorcida (B). El ATP 
se une a la enzima dirigiendo el transporte de la doble hélice 
i través del corte y posterior reunión (C), con el consiguiente 
:ambio conformacional de la enzima.
Posteriormente se hidroliza el ATP y se libera el segmento de 
DNA transportado preparándose el sistema para otro nuevo ciclo 
le superenrollamiento (D-G). Durante la relajación de los super 
jiros negativos se produce un lazo "loop" con la otra cadena en 
jue se halla la enzima (H). El transporte de esta cadena de DNA 
a través de un corte y la posterior reunión del mismo incremen­
ta el número de eslabonado (relajación) por dos unidades (I-J). 
Extraído de Gellert (52).
Un tercer modelo (90, 184) propone que los supergiros 
positivos que se presentan alrededor de la enzima no cambian 
de signo durante la reacción, sino que una nueva molécula de ATP o 
un segundo enrollado (lazo) de DNA, desde afuera hacia adentro 
a través de un corte transitorio en la doble cadena, produce 
un cambio en las unidades de eslabonamiento por dos y un DNA 
superenrollado negativamente.
Estas enzimas pueden participar en los procesos celu 
lares por dos caminos: indirectamente a través de su efecto en 
el control del estado superhelicoidal del DNA, o directamente 
por su participación en procesos que requieren rotura y reunión 
de DNA (por ejemplo, recombinación).
Es conocido desde hace algún tiempo que es mejor 
transcripto el DNA superenrollado que el lineal (183) o que el 
complejo DNA-RNA pol es más estable y presenta mayores sitios 
de unión (al menos en el fago PM2) cuando el DNA está superen­
rollado (139).
En el fago N4 se ha observado una estrecha conexión 
entre la transcripción y el estado topológico del DNA, ya que 
la transcripción es abolida por la presencia de ácido nalidíxi 
co o en mutantes de temperatura de gyrA (34).
Además de estar estrechamente involucrado en replica 
ción y transcripción, este grupo de enzimas es necesario para 
la recombinación integrativa del fago lambda (106). Sólo uno 
de los sitios de unión, el att P, necesita ser superenrollado 
para que se produzca la integración, lo que no sucede con el 
att B (107) .
Raina y Ravin (132) presentaron evidencias de que en 
ausencia de superenrollamiento se estimulaba la reparación del 
daño producido por la radiación ultravioleta. Witkin y Wermund 
sen (190) demostraron que el ácido nalidíxico (Nal) inducía al
13
sistema SOS de reparación. Recientemente (63) se ha demostra 
do que la DNA girasa no está directamente involucrada en es­
ta inducción y Ryan (148) había demostrado que al incubar 
DNA de E. c o t í con inhibidores de la DNA girasa, Nal le pro­
ducía cortes al DNA, hecho no observado con novobiocina. A 
la luz de los conocimientos actuales podemos decir que Nal 
de algún modo estimula la formación del complejo enzima-DNA 
y frena la actividad de reunión dejando activa la de corte. 
Estos cortes, como cualquier otro, inducen a la proteína 
recA y ésta a todo el sistema de reparación SOS (116) .
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I I .  EL BACTERIOFAGO SPOl
El bacteriófago SPOl, aislado por Okubo y col. (113), 
es un bacteriófago lítico, grande, de simetría icosaédrica y 
con elaborada placa basal (178). La cabeza del virión contie 
ne 145 Kilopares de bases (Kpb) de DNA de doble cadena, con 
un peso molecular aproximado de 100 megadaltons (169) . Su 
composición de bases es poco frecuente, dado que la timina 
se encuentra totalmente reemplazada por 5-hidroximetiluraci- 
lo (hmU). Dicha característica ha permitido agruparlo junto 
con varios fagos estrechamente vinculados, tales como 0e y 
SP82 (79) , que infectan y lisan a BacÁIZuA ¿m b tW ió.
A partir de SPOl se han aislado más de 120 mutantes 
letales condicionales de tipo supresible (115). Estos mutan­
tes han sido clasificados mediante experimentos de complemen 
tación (9) en 36 cistrones diferentes y con ellos se ha cons 
truído un mapa genético mediante cruzas de dos y tres puntos. 
Okubo y col. (115) no pudieron ubicar en el mapa genético a 
los mutantes de los cistrones 35 y 36, ya que presenta­
ban alta frecuencia de recombinación con cualquiera de los 
representantes de los otros genes, por lo que podrían ser 
ubicados en uno o ambos extremos del mapa lineal. Más tarde 
se sugirió que esta falta de unión al mapa efectivamente po­
dría ser atribuida, como en el fago T5, a una redundancia 
terminal. Gregg y Stewart (57) demostraron la existencia de 
una redundancia terminal de 12,6 Kpb donde ubicaron a los 
cistrones 35 y 36.
Posiblemente diversos grupos de complementación pue­
den ser subdivididos (cistrones 2, 7, 21, 23 y 30), y hay 
evidencias de que uno de ellos codifica diferentes
polipéptidos (cistrón 30a y 30c) (136) . Estas observaciones
indican una posible transcripción policistrónica. Sin embar­
go, el mapa no está totalmente saturado de mutaciones y por 
ello es factible suponer la existencia de cistrones no iden­
tificados .
Los mutantes han sido clasificados como defectivos en 
morfogénesis, ensamblado, transcripción y replicación (37, 
115, 119). Los mutantes en los cistrones 4 a 20 son defecti­
vos en cabeza, cola o placa basal, los mutantes en los cis­
trones 1 a 3, 26 y 35 fallan en el ensamblado de los virio- 
nes. Además, los mutantes en los cistrones 2, 3, 12, 13 
y 14, también presentan anormalidades en la síntesis de DNA.
Mutantes en dos grupos de genes (cistrones 21-23 y 
27-32) son absolutamente defectivos en síntesis de DNA viral, 
y dos de éstos (correspondientes a los cistrones 27 y 28) 
son, además, defectivos en el programa de transcripción vi­
ral medio, como lo son en transcripción viral tardía los mu­
tantes de los cistrones 33 y 34 (36).
Se desconoce el defecto que presentan los mutantes 
representantes de los cistrones 24 y 25.
EFECTOS DE SPOl SOBRE LA CELULA HUESPED
Cuando SPOl infecta a 8. hubtULL6 168M el metabolismo 
bacteriano es profundamente afectado. La replicación de la 
célula huésped es frenada rápidamente después de la infec­
ción (6-8 min p.i.), pero este freno no es atribuible a la 
degradación del DNA, como sucede con T4 (187). La detención 
de la síntesis de DNA bacteriano probablemente se deba a
íe
funciones codificadas por el fago que actuarían evitando la 
formación y utilización de timina por estímulo de la sínte­
sis de hmU.
La síntesis de RNA ribosomal continua después de la 
infección, pero declina alrededor del inicio de la replica- 
ción viral (19). La síntesis de proteínas está fuertemente 
disminuida, pero algunas proteínas bacterianas continúan 
sintetizándose durante todo el ciclo infectivo (79).
El período de eclipse del fago en esta cepa es de 
alrededor de 25 a 30 minutos post-infección (25-30 min p.i.) 
y el período de latencia, o tiempo de lisis, es de 55 a 60 
min p.i., con significativas variaciones dependientes de la 
densidad celular, de la multiplicidad de infección (m.i.), 
etc. (119; resultados no presentados).
El hecho de que el bacteriófago silvestre inhiba to­
tal o parcialmente muchas funciones celulares implica la 
existencia de un sistema regulatorio entre el mecanismo sin 
tético de B. ¿ub£¿La> y del fago.
A lo largo del presente trabajo se realizan ocasiona 
les comparaciones entre SPOl y otros bacteriófagos, en par­
ticular T4. Esas referencias a T4 tienen el propósito de es 
tablecer diferencias o similitudes entre SPOl y un bacterio 
fago ampliamente conocido.
RASGOS GENERALES SOBRE EL DESARROLLO VIRAL 
a) Síntesis de RNAs virales
La expresión del genoma del bacteriófago SPOl pro­
duce una compleja secuencia temporal de RNAs virales (42, 
43). Si bien SPOl ha sido menos estudiado que T4 se ha 
podido establecer inequívocamente que el genoma viral
puede dirigir su propia expresión, modificando apropiadamen 
te la dotación enzimática celular.
Los estudios sobre la síntesis de RNAs en 8. ¿ubtÁlÁA  
infectado con SP01 se realizaron utilizando técnicas de hi- 
bridización de mRNAs a DNA viral, con o sin competición de 
otros RNAs (39). De estos estudios se han distinguido tres 
grupos mayoritarios de RNAs: tempranos, medios y tardíos.
La expresión de los genes tempranos comienza dentro 
del primer minuto post-infección y es frenada a distintos 
tiempos. Aquéllos que son frenados entre los 3 a 4 min p.i. 
se denominan RNAs de clase "e", y los que continúan trans­
cribiéndose hasta cerca del inicio de la replicación se lia 
man RNAs de clase "em" (Cuadro 1) . Ambas clases son sinteti^ 
zadas "in vivo" aún en condiciones en que la síntesis de 
proteínas ha sido inhibida por el agregado de cloranfenicol 
(Cm) (40). Evidentemente, la síntesis de los mRNAs de las 
clases tempranas no requieren de la expresión viral. Se ha 
demostrado que para transcribir estos RNAs "in vitro" se re 
quiere que sólo interactue con el DNA viral la RNA pol de 
la célula huésped (29, 30).
Posteriormente, la transcripción viral es controlada 
positivamente por proteínas sintetizadas durante el ciclo 
de infección. En particular, las clases medias dependen de 
la traducción del producto del gen 28 (gp28) (56) y de la
integridad del gen 27 (presente trabajo).
Los genes medios comienzan a ser transcriptos después 
de los 4 min p.i.. La clase "m" es frenada cerca del inicio 
de la replicación viral y la clase "m^l" continua siendo 
sintetizada hasta el final del ciclo viral (42, 43, 29, 30)
(Cuadro 1).
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Cuadro 1
Las barras horizontales representan la síntesis de las dis­
tintas clases de mRNAs virales. La escala de tiempo se ini­
ció con la infección en 8. ¿ubtüLLt> 168M a 37°C.
Las flechas indican el momento en que es requerido un pro­
ducto X.
En presencia de cloranfenicol (Cm) se sintetizan las clases 
"e" y "em"; en esas condiciones la clase "e" continúa su 
síntesis hasta después de los 20 p.i.
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La tercera clase de RNAs, tardíos, y dependientes de 
gp33 y gp34, son llamados "n^l" Y "1"/ de acuerdo al tiempo 
de aparición. La especie "ir^ l" comienza a ser transcripta 
unos minutos antes o al tiempo en que comienza la replica- 
ción, y la especie "1" aparece unos minutos después (36,
121, 122, 172) (Cuadro 1).
b) Síntesis de proteínas
La síntesis de proteínas en el sistema SP01-B. ¿abtUUJi 
refleja el esquema secuencial de transcripción antes presen­
tado (119).
Si bien hay numerosos trabajos publicados sobre el te 
ma, sus resultados se ven afectados por diferentes causas:
1. La síntesis residual de proteínas bacteriana limita la re 
solución y enmascara a las proteínas virales (y, como vere­
mos más adelante, los métodos para eliminar dichas proteínas 
introducen sus propias complicaciones). 2. La resolución de 
las proteínas virales es escasa, ya que sólo se usaron geles 
de una dimensión (136). 3. Los métodos para resolver a los 
distintos mRNAs son bastante limitados, por consiguiente la
traducción mRNAs --- proteínas "in vitro" no es precisa. Pa
ra ello se hace necesario conocer la eficiencia de traduc­
ción, la vida media del mensajero, etc. Por otro lado, 
Dawnord y Whiteley (26a) han demostrado que los mRNAs son 
procesados post transcripción.
Los métodos más comunmente utilizados incluyen: infec 
ción en "minicells" (células anucleadas), las cuales sólo 
traducen las proteínas codificadas por el fago (134), o irra 
diación celular con luz ultravioleta previa a la infección 
(61). Ninguno de estos métodos permite la producción de
progenie y a la vez distorsionan la expresión genética.
Mertens y col. (97) han descripto pérdidas en la fi­
delidad regulatoria cuando se usaban "minicells". Pero aün 
así, de los resultados publicados se puede obtener una sem­
blanza de la secuencia de síntesis de proteínas virales du­
rante el ciclo lítico, y del peso molecular de estas proteí^ 
ñas. Cuando se infectaron "minicells" con el fago silvestre 
o con mutantes, se ha logrado observar una secuencia de la 
expresión genética y se identificaron proteínas tempranas, 
medias y tardías (136). Sin embargo, por los resultados que 
presentaremos, con respecto al acople replicación-transcrip 
ción viral tardía, podemos suponer que las proteínas tar­
días no serían sintetizadas, tanto en "minicells" como en 
células irradiadas, ya que por ninguno de los dos métodos 
se observó replicación viral. Se puede estimar el grado de 
utilización del genoma viral a través de su capacidad de 
síntesis de proteínas. De ellas se han identificado alrede­
dor de 20 proteínas tempranas; si sumamos sus pesos molecu­
lares vemos que se necesitarían 13,5 Kpb de DNA para codifi^ 
carias. En el mismo trabajo se han hallado 19 proteínas de 
clases medias, lo que implicaría 26,2 Kpb. Heintz y Shub 
(61), por irradiación ultravioleta, han logrado resolver 16 
proteínas tardías (19 Kpb de DNA). Sin embargo, por otro ca 
mino independiente, Parker (119) ha observado 53 polipépti- 
dos diferentes en el subinsamblado del virión, que estarían 
codificados en 60 Kpb de DNA. Si recordamos que de las 145 
Kpb del genoma total, 12,6 Kpb pertenecían a las redundan­
cias terminales, nos encontramos que tenemos 132,4 Kpb de 
DNA de copia única, y de éste aproximadamenté el 46% es de­
dicado a la construcción del virión. Si sumamos la porción
del genoma utilizado para la síntesis de las proteínas tem 
pranas, medias y subensamblado, podemos suponer que la zona 
transcripta ocupa casi el 70% del genoma de copia única.
) Replicación del DNA viral
La síntesis de DNA viral comienza aproximadamente a 
los 10 min p.i. a 37°C en 8. ¿ubtU LLs 168M infectado con el 
bacteriófago silvestre. Este tiempo sería empleado para mo­
dular la transcripción en su beneficio y en especial en la 
preparación del complejo de replicación. Como ya hemos di­
cho, este fago contiene hmU en lugar de timina, por consi­
guiente debe sintetizar a las enzimas involucradas en la 
biosíntesis de este nucleótido (144), así como también una 
nueva DNA polimerasa (197, 26), y en el presente 
trabajo presentamos evidencias de que sintetiza un componen 
te de la SPOl DNA topoisomerasa. Se desconoce, en este sis­
tema, quién es el responsable de la síntesis de cebador, co 
mo así también la/s proteína/s encargada/s de desestabili­
zar a la doble cadena de DNA y abrirla. En T4 se ha demos­
trado que éste sintetiza a su propio cebador (87) y codifi­
ca sus propias enzimas desestabilizantes de la doble-hélice, 
gp32 y la T4 helicasa.
En el bacteriófago SPOl, una vez iniciada, la repli­
cación continúa durante todo el ciclo lítico, aunque no se 
produce inmediatamente DNA maduro, sino que se originan su­
cesivamente dos formas intermedias, que finalmente dan ori­
gen al genoma que será empaquetado (83). El primer interme­
diario, VF, es un complejo de DNA viral, proteínas y RNAs 
que sedimenta con velocidad 4 a 6 veces superior al DNA ma­
duro. La segunda forma, F, con una velocidad de sedimentación
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tres veces mayor, parece ser un DNA multigenómico, de alto 
peso molecular (84). Ambos intermediarios parecen contener 
zonas de DNA de simple cadena.
Recientemente ha sido descripto un modelo concordan­
te con estos datos (163) y que se asemeja bastante (formas 
VF y F) al modelo de replicación bacteriano (180). Pero en 
el proceso de maduración del DNA viral se requiere síntesis 
de proteínas, ya que en su ausencia se acumula la forma VF 
(84), a diferencia de los sistemas bacterianos (77) en los 
que una vez iniciada la replicación, hay independencia con 
la síntesis de proteínas.
De los cistrones conocidos en SPOl, nueve de ellos, 
como ya hemos dicho, son esenciales para la síntesis de DNA 
(cistrones 21 a 23 y 27 a 32), y los mutantes de estos cis­
trones presentan fenotipo DO. Hay otro grupo de mutantes 
que presentan iniciación de replicación retardada (DD) o 
terminación anticipada (DA), y corresponden a los cistrones 
2 a 4 y 11 a 14. Es interesante observar, en éste como en 
otros sistemas, el agrupamiento de los genes que producen 
estos determinados fenotipos.
Dentro de los cistrones DO, 27 y 28 intervienen en 
la regulación de la expresión de los mRNAs de las clases me 
dias (56; presente trabajo), los cistrones 23 y 29 codifi­
can para las enzimas deoxinucleótido quinasa y dUMP hidro- 
ximetilasa respectivamente (54); los cistrones 21 y 32 pa­
recen codificar para productos que actúan en la iniciación 
(53). Pero el último interviene en la terminación de la re­
plicación. Los cistrones 22, 30 y 31 parecen codificar para 
productos que actúan en la elongación, aunque no se excluye 
que estén involucrados en la iniciación (53).
_ o ? _
El DNA viral sería replicado como un DNA lineal, que 
luego sería madurado y empaquetado dentro del virión (83).
El cistrón 35, el cual está ubicado en los extremos 
redundantes en el DNA del virión maduro y aparece no redun­
dante en el DNA superenrollado (46) sugiere que todos los 
genes pueden ser copia única en un determinado momento. Al­
go similar ha sido descripto en el fago T7, de E. co£Á. Los 
cortos extremos redundantes de éste parecen tener un rol 
importante en el estado topológico de un DNA lineal que es­
tá replicándose (186). La enorme fracción redundante de 
SP01 aparentemente tiene una función similar a la descripta 
en T7 pero resulta extraño que cumpla sólo ese rol. SP01, 
parece tener dos orígenes de replicación, desde uno de 
ellos, vecino al cistrón 32, la replicación es unidirec­
cional, y del otro, próximo al cistrón 2, que parecería só­
lo replicar a los extremos redundantes, es bidireccional 
(53) .
REGULACION DE LA TRANSCRIPCION 
a) Genes regulatorios
L osl productos de cuatro genes regulatorios son ne­
cesarios para la síntesis de los RNAs de clases medias y 
tardías. El gp28 es requerido para la transcripción de 
las clases "m" y "m^l" tanto "in vivo" como "in vitro" 
empleando como modelo a la cadena pesada (H) (Figura 2). 
El gp27, como se verá más adelante en este trabajo, se­
ría un control positivo previo a gp28, y los gp33 y gp34 
son requeridos para la transcripción de las clases "n^l" 
y "1" (transcriptos también de la cadena H) (Figura 2).
Como hemos dicho anteriormente, los RNAs tempranos
Figura 2
Durante la infección de B. ¿ u b t í l l6 con SPOl sucesivos produc­
tos virales modifican el aparato de transcripción de la cólu^  
la huésped. El núcleo de la RNA pol DNA dirigida de la célu­
la huésped, junto con sigma (del estado vegetativo) transcri_ 
ben los RNAs de las clases tempranas, el producto del gp28 
junto con el núcleo regula la transcripción de las clases 
medias y los gp33, gp34 y una activa síntesis de DNA regulan 
y mantienen a la transcripción viral tardía. Se desconoce el
rol fisiológico del gp27.
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son transcriptos por la RNA pol bacteriana constituida por 
el "core" (ot33,6co1co2) y sigma del ciclo vegetativo. Un ex­
tracto crudo de B. ¿nbtULÓó infectado con SP01, obtenido a 
tiempos medios es capaz de jugar un rol regulatorio positi 
vo de la transcripción viral (56). Este hecho ha sido con­
firmado posteriormente por la purificación de las enzimas 
responsables de la síntesis de los RNAs medios y tardíos 
(29, 30, 31, 121, 1227 158, 159). Ambas enzimas están cons 
tituídas por el núcleo, "core", de la RNA pol DNA dirigida 
de la célula huésped y por las proteínas codificadas por 
el fago (gp28, gp33 y gp34).
Para transcribir "in vitro" sólo son necesarias a3B', 
no así las otras tres subunidades del "core". Sin embargo, 
"in vitro" ha sido descripto que 6 disminuye la síntesis 
de RNAs antimensajeros (173), incrementa la exactitud de 
la elección de la cadena a ser transcripta (3) y que es ne 
cesario que actúe cooperativamente con gp33 y gp34 para 
transcribir los RNAs de las clases tardías (174).
Recientemente (80, 171) se ha fabricado una quimera 
entre un fago lambda defectivo y distintos fragmentos de 
DNA viral de SPOl, en los cuales por resultados previos se 
conocía la existencia de promotores tempranos, medios y tar 
dios (170). Los autores transcribieron "in vitro" a esta 
quimera recuperada después de un ciclo lítico por E. coZÁ.
(la quimera no tiene hmU después del ciclo) o a fragmentos 
de DNA de SPOl y observaron que la RNA pol bacteriana trans 
cribe a los promotores tempranos de ambos, pero la RNA pol 
modificada por gp28 o por gp33 y gp34 es incapaz de recono­
cer a los promotores respectivos de la quimera; o lo hace 
con muy baja eficiencia. De esta manera, llegaron a la
“  ¿ ü  -
conclusión de que hmU tiene un rol importante en el recono­
cimiento de los promotores medios y tardíos.
Willianson y col. (189) habían observado que la sub- 
uniáad sigma de la RNA pol de B. ¿a b t íL t s era la responsable 
del reconocimiento de la secuencia de bases del promotor. 
Simpson (157) demostró en E. c.o£¿ que sigma entraba en con­
tacto con una timina en posición -3 (posición +1 es el pun­
to de iniciación), con una secuencia conservada de bases, 
pribnow box (125) ubicada entre las bases -6 a -12 del pro­
motor y con una región conservada en -35. Lee y col. (80) 
han observado, en la quimera antes descripta, que el prib­
now box era (5'TTTxTT). Salvando el reemplazo de hmU por 
timina esta misma secuencia fue hallada en los promotores 
medios de SPOl (25, 46).
Un hecho similar ha sido descripto para la expresión 
de la esporulación, donde al dispararse la señal de esporu- 
lación, la célula sintetiza otra subunidad sigma, de distin 
to peso molecular, encargada de reconocer a los promotores 
del complejo de esporulación (91).
Si analizamos la secuencia de nucleótidos reconoci­
dos por la RNA pol de B. 6ub£¿JUj> o de E. c o t í en la zona de 
pribnow box, sería 5' CATAAT y 5' TATAAT respectivamente 
(80, 81). Esta similitud no debe llamarnos la atención por­
que la RNA pol de E. coLL es capaz de transcribir RNAs de 
clases tempranas de SPOl aunque con menor eficiencia (81). 
Quizás la región conservada a -35 sea requerida para dar 
más especificidad al sistema.
En el fago de B. ¿u b t iL U  SP82, con programa de trans
cripción similar al de SPOl, se ha demostrado que una pro­
teína de 28K es la responsable de modificar a la RNA pol
bacteriana para transcribir a las clases medias (64). 
Milhausen y Whiteley (98) han encontrado que era necesario 
acoplar la transcripción-traducción y usar al sistema de 
B. 4ubtLLUi para obtener esta proteína "in vitro" hecho és­
te que puede hacernos pensar en un procesamiento post-trans 
cripción. Además, demostraron que el gen que codifica a la 
proteína de 28K era transcripto en presencia de Cm.
El gp27 también ha mostrado ser requerido para la 
transcripción medta (ver más adelante) y tardía (45; presen 
te trabajo). Okubo y col. (115) han clasificado al gen 27 
como involucrado en la replicación, pero veremos que su fa­
lla es muy temprana y distinta que la del gen 28.
Geiduschek e Ito (46) postularon que quizás el gp27 
tenga un rol dual, como el gp45 de T4, que interactúa con 
la RNA pol (20) y con gp42 y gp60 del complejo de replica­
ción (87) .
b) Mapeo de los promotores virales
El genoma del fago SPOl fue digerido con diversas 
enzimas de restricción (169, 170, 171), y posteriormente e£ 
tos fragmentos fueron hibridizados por la técnica de Southern 
(164) a RNAs marcados del fago silvestre y de mutantes regu 
latorios (mutantes en los cistrones 28, 33 y 34) obtenidos 
a tiempos conocidos. Sobre estos fragmentos también se mi­
dió a cual de ellos se unió la RNA pol bacteriana y sus su­
cesivas modificaciones (29, 30, 46,121). De esta manera se 
pudo saber qué clase de promotores había en cada fragmento 
analizado, como así también se pudo conocer que existía un 
alto nivel de transcripción en limitadas secciones del ge­
noma, mientras que en el resto era muy escasa. Como ejemplo
podemos citar que la transcripción temprana, casi en su to­
talidad, es copia de los extremos redundantes y escasa en 
otras regiones.
) Detención de la síntesis de las distintas clases de RNAs
Los RNAs de las clases "e" y "em" son frenados a dis 
tintos tiempos después de la infección de 8. ¿ubtÁJLL6 168M 
con el fago silvestre. El mecanismo de este freno no está 
totalmente comprendido pero Rabussay y Geiduschek (129) su­
girieron que los RNAs de las clases "e" dejarían de ser 
transcriptos después de la modificación de la RNA pol por 
gp28 y en el presente trabajo se presentan evidencias de 
que además sería necesario un cierto estado topológico del 
DNA para tal freno. Los RNAs de las clases "em" y "m" pare­
cerían ser bloqueados por el inicio de la replicación o por 
una nueva modificación de la RNA pol por los gp33-34 (174) .
Sin embargo, en un mutante DO (HA20) con un programa de 
transcripción fuertemente afectado,hemos observado freno de 
la clase "em" pero no de "m".
Wilson y Geiduschek (188) han aislado una proteína, 
TFl, de bacterias infectadas con SP01 que inespecíficamente 
inhibe "in vitro" la transcripción. Esta proteína une a DNA 
impidiendo la formación del complejo DNA-RNA pol. La secuen 
cia de aminoácidos de TFl es parcialmente homóloga con la 
de la proteína II de E. coLL, descripta anteriormente (96) y 
podría ser una proteína específica que se une a DNA (146) 
dándole un determinado estado conformacional. No es conoci­
do si TFl reprime la transcripción viral "in vivo".
M A T E R I A L E S
Y
METODOS
Q  -
I ,  BACTERIAS Y BACTERIOFAGOS
Las cepas de 8. ¿u b £ ¿t¿6 utilizadas fueron:
a. Í68M (15). Esta cepa requiere indol o triptofano, no por 
ta supresor (Su ) y su tiempo de duplicación, en medio 
CHT líquido a 37°C y con aireación, es de 35 minutos.
b. HA101A (114). Requiere leucina, metionina, histidina y 
no porta supresor (Su ). Su tiempo de duplicación, en 
medio LMH líquido a 37°C y con aireación, es de 36 minu­
tos .
c. HA101B. Deriva de la cepa anterior. Requiere leucina y 
porta supresor (Su+), hecho por el cual se corrigieron 
dos de las mutaciones de la cepa isogénica. Es permisiva 
para el crecimiento de bacteriófagos mutantes de tipo su 
presible (mutaciones sin sentido). Su tiempo de duplica­
ción, en medio L líquido a 37°C y con aireación, es de 
60 minutos.
d. JA60B. Deriva de la cepa HA101B pero por mutagénesis quí^  
mica se la hizo resistente a Nal (250 yg/ml). Su tiempo 
de duplicación en medio L líquido a 39°C y con aireación 
es de 60 minutos.
e. JA60A. Deriva de la cepa JA60B a la cual por repetidos 
pasajes por medio rico se la hizo perder el carácter su­
presor (Su ). Su tiempo de duplicación en medio LMH lí­
quido a 37°C y con aireación es de 37 minutos.
f. PB1706 (16). Requiere tirosina, triptofano, ácido siquí- 
mico, es resistente a 300 yg/ml de Nal y es (Su ) . Su 
tiempo de duplicación, en medio M1706 líquido a 37°C y 
con aireación, es de 50 minutos en ausencia de Nal y de 
80 minutos en presencia de 150 yg/ml de Nal.
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g. QM27 (60). Requiere leucina, metionina, adenina, es re­
sistente a Novo (5 yg/ml) y no porta supresor. Su tiem­
po de duplicación, en medio líquido a 37°C y con airea­
ción, es de 36 minutos tanto en presencia como en ausen 
cia del antibiótico.
En las distintas experiencias fueron utilizados los 
siguientes bacteriófagos:
SP01 silvestre (113), mutantes J (presente trabajo) capa­
ces de dar progenie en 200 yg/ml de Nal y los mutantes le­
tales condicionales de tipo supresible (115) deficientes 
en replicación: 039 (cistrón 21), F30 (cistrón 22), 05 
(cistrón 23), HA20 (cistrón 27), F21, 033 y 036 (cistrón 
28), F13 y HA21 (cistrón 29), F26 (cistrón 30), HA32 (ci£
trón 31) y F38 (cistrón 32); y con iniciación retardada o 
terminación anticipada de la síntesis de DNA: F47 (cistrón 
2b), F45 (cistrón 3), F6 (cistrón 4), F31 y HA10 (cistrón 
12) y Fll (cistrón 14).
I I , MEDIOS DE CULTIVO
a. CHT (por litro) 0.076 g de MgC^; 0.056 g de CaC^;
1.25 g de hidrolizado de caseína; 0.05 g de L-triptofa- 
no; 5 g de glucosa y 100 mi de sales de Spizizen diez 
veces concentrados •
b. LMH (por litro) 0.076 g de MgC^; 0.028 g de CaC^;
0.05 g de L-leucina; 0.05 g de L-metionina; 0.05 g de 
L-histidina; 5 g de glucosa; 5 mi de NB y 100 mi de
SS10X*
c. L (por litro) Su composición es idéntica a la del medio
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LMH pero carece de los aminoácidos metionina e histidi 
n a .
d. M1706 (por litro) 0.076 g de MgCl2; 0.056 g de CaCl2; 
0.025g de hidrolizado de caseína; 0.05 g de L-triptofa 
no; 0.05 g de L-tirosina; 0.05 g de fenilalanina; 5 g 
de glucosa; 5 mi de NB y 100 mi de SS^qx.
e. M27 (por litro) 0.076 g de MgCl2; 0.056 g de CaCl2; 
0.05 g de L-leucina; 0.05 g de L-metionina; 0.01 g de 
adenina; 5 g de glucosa; 5 mi de NB y 100 mi de ss^qx-
f. NB (por litro) 3 g de extracto de carne; 5 g de pepto- 
na y 5 g de CINa.
Para preparar cualquiera de los medios indicados an­
teriormente, en estado sólido, se agregan 15 g de agar 
por cada litro de medio.
g. Agar blando (por litro) 7.5 g de agar (Difeo) y 8 g de 
CINa.
I I I ,  SOLUCIONES
a. Solución de Spizizen (SS^X): 2 g de (NH^J^SO^; 4 g de 
K2HPO^; 6 g de KH2PO^; 1 g de citrato de sodio y des­
pués de autoclavado se le agregó MgCl2 hasta concen-
_ 3
tración final de 5 x 10 M.
-2
b. Tris.ClH pH 7.5: Buffer Tris.ClHlO M pH 7.5 a 20°C.
c. Tris.Mg (TM): Buffer Tris.ClH 10  ^M pH 7.5 a 20°C y 
MgCl2 5 x 10  ^M.
d. Tris.KCl: Buffer Tris.ClH 10  ^M pH 7.5 y KC1 0.5 M
e. AcNa pH 5.5: Buffer Acético-Acetato de Na 0.1 M pH 5.5 
a 20°C.
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f. SSC: NaCl 0.15 M; citrato de sodio 0.015 M.
g. RSB: KC1 10"2 M; MgCl2 5 x 10-3 M; Tris.HCl lO-2 M pH 
7.5 a 20°C.
Todas las drogas utilizadas en la preparación de los 
distintos medios y soluciones son proanálisis o de grado 
bacteriológico.
IV, COMPUESTOS MARCADOS CON ISOTOPOS RADIOACTIVOS
3
Adenina(2- H) actividad específica de 23 Ci/mmol. Obteni­
do de New England Nuclear.
3
L-leucina(4, 5- H) actividad específica de 160 Ci/mmol. 
Obtenido de New England Nuclear.
3
Uridina(5, 6- H) actividad específica de 44 Ci/mmol. Obte 
nido de New England Nuclear.
V, ANTIBIOTICOS
a. Cloranfenicol: obtenido de Parke-Davis. Las soluciones 
se prepararon, en el medio de cultivo, en el momento 
de usarlo.
b. Acido nalidíxico (Nal): obtenido de Sigma. Las solucio
-2nes se prepararon en KOH 4 x 10 M y se conservaron a 
-20 °C.
c. Novobiocina (Novo): obtenida de Upjhon. Las soluciones 
se prepararon en agua y se conservaron a -20°C.
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VI, DROGAS
N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NG) obtenido de Fluka. 
Las soluciones se prepararon en buffer AcNa 0.1 M pH 5.5, 
en el momento de usarlas.
V I I ,  ENZIMAS
a. Lisozima grado VI, de clara de huevo. Obtenida de Sigma. 
Enzima libre de sales.
b. Ribonucleasa: obtenida de Sigma (tipo IX-A, de páncreas 
bovino). Enzima libre de proteasas. Antes de ser utili­
zada se inactivó la DNAsa contaminante por calentamien
-2to a 90°C durante 5 minutos en Tris.ClH 10 M pH 7.5.
c. Deoxirribonucleasa I, extracto crudo de páncreas bovino. 
Obtenida de Sigma.
V I I I ,  PREPARACIONES
a. BACTERIOFAGOS. El bacteriófago silvestre se obtuvo infec 
tando a 168M; J1 infectando a JA60A y PB1706 en presen­
cia de 150 yg/ml de Nal, y los mutantes letales condicio 
nales de tipo supresible infectando a HA101B, en los me­
dios adecuados, a 37°C y a una multiplicidad de infec­
ción (m.i.) entre 0.03 y 0.5 bacteriofagos/bacteria. En 
el caso del fago silvestre las bacterias crecidas en fa-
g
se logarítmica (DO^ -qq^  = 0-6; 0.4 - 1 x 10 bacterias/ 
mi), en CHT fueron infectadas a m.i. 0.03. Una vez ocu­
rrida la lisis (DO500nm = aproximadamente), se eli­
minaron los restos celulares por centrifugación a
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8000 rpm durante 5 minutos (centrífuga Sorvall, rotor
o
GSA). Los títulos obtenidos oscilaron entre 1 y 5 x 10 
bacteriofagos/ml).
Para experimentos que requerían una buena infectividad 
se utilizaron lisados purificados hasta esta etapa. 
Cuando se requería lisados más purificados y concentra­
dos, a la preparación anterior se la centrifugaba duran 
te 90 minutos a 12000 rpm (centrífuga Sorvall, rotor 
GSA) . El precipitado se dejaba durante toda la noche en 
Tris-Mg (TM) a 4°C, y luego se resuspendía con pipeta 
Pasteur (se utilizaron aproximadamente 4 mi de TM por 
litro de cultivo lisado) . El precipitado así resuspendi^ 
do se centrifugó a baja velocidad (8000 rpm) durante 10 
minutos en centrífuga Sorvall rotor SS34. El sobrenadan 
te se purificó finalmente por gradiente de centrifuga­
ción discontinuo de CsCl (formado por capas de CsCl de 
70%, 60%, 50%, 40%, 30% y 20% de saturación en Tris- 
C1H 0.1 M pH 7.5) durante 25 minutos a 27000 rpm (ultra 
centrífuga Spinco L2, rotor 50). La fracción opalescen­
te que contenía los fagos se dializó contra TM. La sus-
12pensión así obtenida contenía de 2 a 4 x 10 partícu­
las capaces de formar placas de lisis por mililitro y 
entre 12 a 17 unidades de absorbancia a 260nm por mili­
litro.
b. DNA DE SPOl
Se obtuvo a partir de SPOl silvestre purificado por gra
diente de CsCl, de acuerdo al método de Mandell y
Hershey ( 92 ). A una suspensión de bacteriófagos ( 2 a 
124 x 10 fagos/ml) se le agregó un volumen igual de
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fenol bidestilado, previamente equilibrado a temperatu­
ra ambiente con un volumen igual de Tris base 0.1 M y 
NaCl 0.1 M. Luego de cada extracción fenólica, realiza­
da a temperatura ambiente, las fases se separaron por 
centrifugación durante 10 minutos a 8000 rpm en centrí­
fuga Sorvall, rotor SS34. Después de realizar al menos 
cuatro extracciones (hasta la desaparición de la pelícu
la en la interfase fenol-agua), la preparación (fase a-
_2cuosa) se dializó contra NaCl 1 M Tris-CIH 10 M
-2
pH 7.5 y contra Tris-CIH 10 M pH 7.5. La diálisis se 
realizó a 4°C y los pasos se repitieron una vez más. 
Previo a su almacenado a 4°C el volumen total se frag­
mentó (pasándolo por jeringa, con aguja 35 x 0.5, a pre­
sión) y se le determinó la concentración de DNA espec-
4 2 - 1trofotométricamente a 260nm (E~^0 = 2.0 x 10 cm q ),260nm  ^ '
utilizando un espectrofotómetro Beckman DU modelo G-2400. 
Las soluciones de DNA se consideraron suficientemente 
libres de proteínas y fenol cuando cumplían la condi­
ción A260//A280 = 2m
Los rendimientos oscilaron entre 0.3 y 0.5 yg de DNA 
por litro de cultivo lisado original, y con un tamaño 
que oscila entre 3 a 10 Kpb. Tamaño éste determinado 
por su migración relativa en un gel de agarosa al 0.7 % 
(resultados no mostrados).
c. RNA
RNAs marcados
3
Para preparar los HRNAs marcados por pulsos se infecta
ron bacterias en fase logarítmica de crecimiento
(DO r- r\ = 0.6) con el fago en cuestión a m.i. 10. A 500nm ^
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distintos tiempos después de la infección se agregó al
cultivo uridina tritiada hasta alcanzar la actividad y
concentración que se indican en cada caso. Al cabo de
2 o 3 minutos se detuvo la incorporación enfriando el
cultivo con la mitad de su volumen de SS-Mg IX congela 
_2
do con NaN^ 10 M. Una vez fría, la suspensión de cé­
lulas infectadas se centrifugó durante 10 minutos a
8000 rpm (centrífuga Sorvall, rotor SS34). El sedimen-
-2
to se resuspendió en RSB-NaN^ 10 M, empleando un vo­
lumen de 0.1 mi por mililitro de cultivo original. Se 
agregó lisozima hasta concentración final de 300 yg/nl 
y la suspensión se congeló sumergiéndola en etanol a 
-80°C y se calentó a 37°C hasta descongelamiento. Se 
repitió el congelamiento y calentamiento, continuando 
este último hasta que comenzó la lisis celular (habi­
tualmente después de haber transcurrido 1 - 2  minutos, 
desde el descongelamiento). En ese momento, se agregó 
dodecil sulfato de sodio al 1% y NaAc pH 5.5 hasta 
10  ^M y seguidamente fenol bidestilado en una relación 
2:1; éste previamente se equilibró con un volumen igual 
de agua. Durante cada extracción la temperatura se man­
tuvo a 70°C, seguida de un rápido enfriamiento a 5°C. 
Posteriormente se centrifugaron durante 20 minutos a 
3000 rpm (centrífuga Crhyst) . Se realizaron extracciones 
hasta la desaparición de la película en la interfase.
Luego la preparación de RNA se dializó contra NaCl 1 M
-2 -2  Tris C1H 10 M pH 7,5 y luego contra Tris-CIH 10 M
pH 7.5. Este paso fue repetido por dos veces.
El RNA obtenido se mantuvo congelado a -80°C.
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RNAs competidores
Para su preparación se sigue, en líneas generales, los 
pasos detallados en el procedimiento anterior. Las di­
ferencias se mencionan a continuación.
El cultivo se lo infectó con SP01(+) a m.i. 10 y al mo
mentó que se lo deseó extraer al RNA, se lo enfrió (co
mo en el paso anterior) y se lo centrifugó durante 15
minutos a 5000 rpm (centrífuga Sorvall, rotor GSA). El
precipitado se resuspendió en RSB frío. En el caso en
que el cultivo fuera infectado por más de 10 minutos se
resuspendió en 20 mi por litro de cultivo; a tiempos
menores se resuspendió en la mitad de volumen.
Una vez realizadas las extracciones fenólicas, a la fa
se acuosa se le agregó NaCl 1 M y se precipitó con 2,3
volúmenes de etanol 96% a -80°C. Después de una noche
a -20°C la preparación de RNA se centrifugó durante 10
minutos a 8000 rpm (centrífuga Sorvall, rotor SS34).
-2Se lavó dos veces con etanol 70% - Tris C1H 10 M pH
-27.5 30% y una vez con Tris C1H 10 M pH 7.5 y se red:L
solvió con varilla de vidrio, en una cantidad apropia-
-2da de Tris C1H 10 M pH 7.5. El RNA obtenido se conge 
ló a -20°C. Para obtener el RNA(+) Cm 12 min, al momen 
to de la infección se agregó 100 yg/ml de cloranfeni- 
col.
La concentración de RNA se determinó espectrofotométri
camente mediante la determinación de absorbancia a
4 2 - 1260nm (E~^n = 2.3 x 10 cm g ). Las soluciones de2 6 Unm
RNAs se consideraron suficientemente libres de proteí­
nas y fenol cuando cumplían la condición ^260^280 = 2* 
Los rendimientos oscilaron, para los RNAs marcados,
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entre 0.02 - 0.01 mg y las incorporaciones entre 
2 x 10^ a 2 x 10^ cpm/ml de cultivo, y para los RNAs 
no marcados entre 8 a 10 mg/litro de cultivo.
Tanto para DNA como para RNA se realizaron espectros 
en la región ultravioleta, desde 220 a 310nm y sus re­
sultados son similares a los obtenidos en bibliografía 
(92) .
IX. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
a. AISLACION DE MUTANTES 
Bacteriófagos mutantes
Los bacteriófagos J resistentes a 200 yg/ml de Nal, 
fueron aislados en el presente trabajo por dos cami­
nos independientes.
1. Se infectó a B. ¿>u.b£LLL6 PB1706 en fase logarítmica
o
de crecimiento (DOj-qq = 0.05; 0.250 = 1 x 10 bact/ 
mi), con un clon de fagos, una placa de lisis, del 
bacteriófago silvestre (se hicieron en paralelo 10 
infecciones similares) a m.i. 1. Al momento de la 
infección se agregó al medio 30 yg/ml de NG. A los 
120 minutos post infección (p.i.) el cultivo fue ti 
tulado. Posteriormente las placas de lisis obteni­
das fueron picadas en ausencia y presencia de 200 
yg/ml de Nal. Como la totalidad de las placas, por 
picado, son capaces de desarrollar en Nal, las de 
mayor tamaño fueron resuspendidas y tituladas en 
presencia y ausencia del inhibidor. Se consideró 
resitente a aquel fago que su eficiencia de plaqueo
en presencia de 200 yg/ml de Nal resultó superior 
al 70%.
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2. Se infectó a PB1706 creciendo en fase logarítmica 
(DO500 = 0.3) a m.i. 10 con el bacteriófago silves­
tre. Al momento de la infección se agregó 30 yg/ml 
de NG. Una vez producida la lisis se tituló al cul­
tivo en presencia y en ausencia de 150 yg/ml de Nal. 
Las placas de lisis obtenidas en la caja con Nal 
fueron picadas a dos concentraciones del antibióti­
co (200 y 250 yg/ml) y en ausencia de éste. Se usó 
la misma eficiencia de plaqueo para considerar la 
resistencia.
Por ambos caminos el porcentaje de supervivencia con 
respecto al título habitual, en ausencia de mutágeno, 
es del orden del 10%. La diferencia entre ambos méto­
dos es que por el primer camino nos aseguramos que 
las mutaciones sean independientes (por las diferen­
tes infecciones) en cambio al usar una población viral 
nos encontramos con el inconveniente que podríamos 
aislar reiteradamente mutaciones espontáneas presen­
tes en el stock inicial.
Bacterias mutantes
Las cepas de B. ¿u.b£¿t¿6 JA60A y JA60B fueron aisladas 
mediante mutagénesis química. Para ello se creció a 
B. ¿u b t it L6 HA101B (Leu , nalS, Su+) hasta 2 x 10^ bac- 
terias/ml (25 mi), luego se los centrifugó, por dos ve 
ces, a 8000 rpm durante 10 minutos (centrífuga Sorvall, 
rotor SS34), resuspendiéndolo en buffer de citrato 0.1 
M pH 5.5 la primera y la segunda vez en medio mínimo 
en presencia de 30 yg/ml de NG. El cultivo con el
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mutágeno se incubó durante 40 minutos a 37°C y con ai­
reación. Una vez cumplido el tiempo se lavó (por cen­
trifugación) la NG y se sembró en cajas de Petri, con 
medio mínimo, en presencia de 100 yg/ml de Nal, o en 
ausencia de éste.
De los distintos procesos de mutagénesis se obtuvieron 
64 colonias capaces de crecer en 150 yg/ml de Nal a di 
ferencia del control (sin mutágeno) que eran incapaces 
de hacerlo> Las bacterias, en el ciclo de mutagénesis, 
no tuvieron posibilidades de duplicarse hecho éste que 
nos hizo suponer que derivaban de eventos independien­
tes. Además, en las cajas de Petri usadas para visuali_
zar las colonias, la concentración de mutágeno (lleva-
-4do por arrastre) era despreciable, menor de 10 yg/ml.
b. ENSAYOS EN PLACA 
Bacterias viables
Para determinar el número de bacterias viables se ex­
tendieron 0.05 a 0.1 mi de una dilución apropiada de 
bacterias en SS^X sobre una caja de Petri con medio só 
lido apropiado. Las colonias pudieron ser contadas al 
cabo de 12 horas (sin antibiótico) o de 24 a 48 horas 
(en presencia de antibióticos) a 37°C. Las bacterias 
sobrevivientes se visualizaron del mismo modo.
Titulo de un lisado
El título de un lisado (número de unidades formadoras 
de placa por mililitro) se determinó de la siguiente 
manera: se preparó una dilución apropiada del lisado 
(en ss^x) del cual se tomó 0.05 a 0.1 mi y se mezcló
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con 0.3 a 0.5 mi de bacterias indicadoras (aproximada-
g
mente 1 x 10 bacterias) y 3.0 mi de agar blando (fun­
dido y mantenido a 45°C). Esta mezcla se agitó y exten 
dió sobre una caja de Petri con medio sólido apropia­
do. Al cabo de 12 a 48 horas de incubación a 37°C se 
pudieron encontrar placas de lisis.
Centros infectados
Esta determinación incluye a los centros infectados y 
a los bacteriófagos libres. Para realizarla se mezcló 
0.05 a 0.1 mi de una dilución apropiada, en SS^X , de 
células infectadas con 0.3 a 0.5 mi de bacterias indi­
cadoras en 3 mi de agar blando. Dicha mezcla se exten­
dió sobre cajas de Petri sobre medio sólido adecuado. 
Para cuantificar los centros infectados se esperaron 
los tiempos antes indicados.
Fagos libres (no adsorbidos)
Una alícuota del cultivo infectado se centrifugó du­
rante 10 minutos a 10000 rpm (centrífuga Sorvall, ro­
tor SS34) ó 1.4 minutos en centrífuga Microfuga Beck- 
man de mesa, para sedimentar las bacterias infectadas. 
Una dilución adecuada del sobrenadante se sembró de la 
manera indicada en el punto anterior.
Bacterias indicadoras
Un cultivo de toda la noche se diluyó unas 50 veces en 
medio fresco y se mantuvo a 37°C con agitación y airea 
ción hasta DO5Q0nm = De esta manera se logró un
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g
cultivo con alrededor de 3 x 10 bacterias/ml, en fase 
logarítmica de crecimiento, de modo que 0.3 a 0.5 mi 
del mismo eran suficientes para formar una capa conti­
nua sobre una caja de Petri.
c) COMPLEMENTACION 
En medio sólido
4 5Las complementaciones se realizaron agregando 10 -10 
bacteriófagos en forma sobrepuesta sobre una caja de 
Petri que contenía un césped de bacterias apropiadas. 
El número de bacteriófagos era el máximo posible que 
no producía placas debidas a revertantes.
Los ensayos se llevaron a cabo en bacterias Su , condi 
ción no permisiva para el par a complementar.
La complementación se consideró positiva cuando se ob­
servó halo de lisis donde se agregaron superpuestos 
los dos bacteriófagos mutantes a complementar y no se 
observó lisis cuando se agregaron cada uno de ellos 
por separado. Se la consideró negativa cuando no se 
observó placa de lisis en ninguna de las tres situado 
nes (el par y cada uno de ellos por separado). Además, 
se realizó un control positivo sobre bacterias Su+ en 
condiciones permisivas.
En líquido
Se infectó con el par de fagos a complementar a 8.
¿u b £ LL ¿6 168M creciendo en fase logarítmica (DO.-,.- = ^ 500nm
g
0.5; 0.4 = 1 x 10 bacterias/ml) a m.i. 10. A los 10 
minutos p.i. el cultivo se diluyó 100 veces y se midie 
ron fagos libres, bacterias sobrevivientes y centros
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infectados. A los 120 minutos p.i. se agregó 10 yg/ml 
de lisozima para completar la lisis y tituló sobre 
bacterias no supresoras
El rendimiento del par complementado se obtuvo a par­
tir del título del lisado en Su+ sobre los centros in­
fectados, y de los controles del título en Su+ sobre 
las bacterias infectadas.
d) RETROCRUZA
Bacterias HA101B, en fase logarítmica de crecimiento
g
(DOsoonin = 0.5; 0.4 = 1 x 10 bacterias/ml) se infec­
taron en medio L (líquido) con fagos silvestre y mutan 
te HA20, en forma conjunta y a m.i. 10. Luego de produ 
cida la lisis, la suspensión se tituló sobre bacterias 
Su+. Posteriormente las placas de lisis se transfirie­
ron por picada a cajas de Petri que contenían bacte­
rias Su+ y Su . Las placas complementarias de las que 
no desarrollaron en Su fueron complementadas con HA20 
para asegurarnos que fuese esa la mutación segregada. 
El procedimiento se repitió por dos veces.
e) SINTESIS DE DNA
La síntesis de DNA se midió a través de la incorpora­
ción de adenina tritiada en material álcali estable y 
precipitable por ácido tricloroacético (TCA).
Se infectaron bacterias en fase logarítmica de creci-
g
miento (1.2 x 10 bacterias/ml) con el bacteriófago 
que en cada caso se indica, a m.i. 10.
A los tiempos indicados en cada caso se agregó la mar­
ca hasta las concentraciones y cantidades que se
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consignan (ver leyendas de las figuras en cuestión).
A distintos tiempos se tomaron muestras de 0.2 mi, que 
se agregaron a 0.4 mi de KOH 1 M y fueron incubadas du 
rante 3 horas a 45°C. Transcurrido dicho tiempo, las 
muestras se precipitaron con TCA 5% en frío (concentra 
ción final). Los precipitados fueron recogidos sobre 
filtros de nitrocelulosa, lavados tres veces con TCA 
5% (10 mi aproximadamente por vez) y luego con 0.3 a 
0.6 mi de etanol/agua (70/30). Los filtros se secaron 
y contaron con tolueno-omnifluor (New England Nuclear; 
4 g/1) en un contador de centelleo líquido Packard 
Tri-Carb. La adquisición, manejo y descarte de mate­
rial radioactivo se realizó según las reglamentaciones 
de la Comisión Nacional de Energía Atómica.
f) SINTESIS DE RNA
La síntesis de RNA total se midió a través de la incor 
poración de adenina tritiada en material álcali lábil 
y precipitable por TCA.
La infección y agregado de precursores se realizaron 
como en el paso anterior (síntesis de DNA).
A distintos tiempos se tomaron muestras de 0.2 mi, que 
fueron agregadas a 0.4 mi de KOH 1 M. Inmediatamente 
después se agregó TCA 5% (frío) a una parte de la mués 
tra y el precipitado se recogió, lavó y contó como pa­
ra el caso de síntesis de DNA.
La incorporación a RNA resultó de restar de la total 
(previa a la hidrólisis alcalina) la incorporación en 
DNA (post hidrólisis), multiplicadas ambas por los fac 
tores apropiados para su expresión en cpm/0.2 mi.
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g) SINTESIS DE PROTEINAS
La síntesis de proteínas se midió a través de la incor 
poración de leucina tritiada en material TCA precipita 
ble.
Se infectaron bacterias en fase logarítmica de creci-
g
miento (DO,.nn = 0.5; 0.4 = 1 x 10 bacterias/ml) con 
el bacteriófago silvestre en las condiciones que se in 
dican en las leyendas, o directamente se partió de esa 
concentración de bacterias cuando se quería medir bac­
terias sin infectar.
A distintos tiempos se tomaron muestras de 0.2 mi que 
fueron precipitadas con 1 mi de TCA 5% (en frío). El 
precipitado se recogió, lavó y contó como para los ca­
sos de síntesis de RNA y DNA.
h) ENSAYO DE HIBRIDIZACION-COMPETICION
Se realizó según el método de Nygaard y Hall (109) . Se
3
Incubó HRNA (0.2 a 0.4 yg/ml) y un exceso de DNA (10- 
15 yg/ml) de SPOl (desnaturalizado por calentamiento 
durante 10 minutos a 100°C en Tris-CIH 10  ^M pH 7.5) 
en SSCX2 r en presencia o no-de RNAs competidores, du­
rante tres horas a 70°C en un volumen final de 0.2 mi. 
Finalizada la incubación se agregó ribonucleasa (libre 
de deoxirribonucleasa) hasta concentración final de 
12.5 yg/ml durante 15 minutos a 37°C.
Los híbridos se recogieron sobre filtros de nitrocelu- 
losa, se lavaron tres veces con Tris-KCl (10 mi por la­
vado aproximadamente) y una vez con 0.5 mi de etanol- 
agua (70/30)
R E S U L T A D O S
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ACCION DE INHIBIDORES DE LA REPLICACION SOBRE EL DESARROLLO 
DEL BACTERIOFAGO SPOl EN DIFERENTES CEPAS DE 8. ¿u b t ó U i
Para estudiar la transcripción tardía durante el de 
sarrollo del fago SPOl, en condiciones de síntesis de DNA 
inhibida, se analizó el efecto de varios inhibidores so­
bre distintas cepas bacterianas y sobre el desarrollo de 
SPOl silvestre.
Se procuró elegir un inhibidor que no bloqueara la 
síntesis de DNA interactuando directamente con él, sino 
que afectara una función específica del complejo de repli- 
cación. Los más conocidos en B. ¿u b tl& íó son: 6-hidroxife- 
nil azouracilo (HPUra), ácido nalidíxico y novobiocina. El 
HPUra inhibe la actividad de la DNA polimerasa (DNA pol) 
bacteriana, pero no tiene efecto sobre la DNA pol codifica 
da por el fago (198) ni afecta el desarrollo de SPOl (16). 
Acido nalidíxico (Nal), ácido oxolínico (Oxo), coumermici- 
na (Cou) y novobiocina (Novo) bloquean la síntesis de DNA 
en B. ¿u b t lt c6 a través de la inhibición que ejercen sobre 
la DNA girasa bacteriana (167). Estos antibióticos, tanto 
en B. ¿ubtU Lió como en E. coiÁ., inhiben independientemente a 
una de las dos subunidades de la DNA girasa. Nal y Oxo, cu 
yo blanco de acción es la subunidad A, inhiben la función 
de corte y reunión en sitios específicos (48). Novo y Cou, 
cuyo blanco de acción es la subunidad B, inhiben la fun­
ción topoisomerásica propiamente dicha dependiente de ATP 
(47). En este trabajo se analizarán los efectos de Nal y
Novo.
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a) EFECTOS DE Nal Y Novo SOBRE EL DESARROLLO DE SPOl EN DISTIN 
TAS CEPAS DE B. 6 u b t il¿6 .
s sInfectando a B. ¿ub-t¿£¿ó 168M (nal , nov ) con el fa
go silvestre a m.i. 10, observamos que la lisis se produ­
cía aproximadamente a los 54 minutos p.i., con un rendimien 
to de casi 30 fagos por bacteria infectada (Tabla 1).
Previo al uso de estos inhibidores sabíamos que 
50 yg/ml de Nal inhibían a B. ¿ub£ÁJUj> 168M (41) y que 150 yg/ 
mi inhibían al bacteriófago SPOl, si el antibiótico era agre 
gado poco después de la infección (150). Se procuró encon­
trar la dosis de Novo que inhibiese la replicación bacteria 
na (resultados mostrados en el Capítulo II). Una vez halla­
da ésta, medimos la sensibilidad del fago al inhibidor a 
dosis mayores y menores a la que inhibía a la bacteria. Co­
mo se puede observar en la figura 3, 5 yg/ml de Novo inhi­
ben un 99% del desarrollo viral, dosis ésta igual a la que 
inhibe el desarrollo bacteriano (resultados no mostrados). 
Además, observamos que si agregamos los inhibidores una vez 
iniciada la síntesis de DNA viral, el sistema se hace menos 
sensible al inhibidor (resultados no mostrados).
Cuando a un cultivo de B. biibtüUL6 168M infectado con
SPOl silvestre le agregamos Nal (150 yg/ml) o Novo (5 yg/ml) 
observamos un retardo en el tiempo de lisis de 200 minutos 
para Nal y 260 minutos para Novo (Tabla 1). En esas mismas 
condiciones la producción de fagos se vé seriamente afecta­
da (93% y 99%, respectivamente).
Con el objeto de conocer el grado de participación 
de la DNA girasa celular en el desarrollo del fago SPOl 
silvestre se emplearon las cepas QM27 (nov ) resistente a
Tabla 1
Efectos de Nal y Novo sobre el desarrollo de SP01 en B. ¿ubtÁJUA 
168M, QM27, PB1706 y JA60A.
Cepa Antibiótico Tianpo de lisis Producción
bacteriana agregado(a) (b) (min. p.i.) ^
\
fagos/bacteria infectada'
168M 54 - 4 29 - 8
(novs, Nal 260 - 40 2.7 -  0.6
nalS) Novo 310 - 8 0.07 - 0.01
QM27 __ 55 - 4 2 8 - 4
(novr) Novo 6 6 - 2 1 8 - 3
PB1706 __ 6 2 - 5 8 - 2
(nalr) Nal 126 - 11 0.8- 0.3
JA60A __ 7 3 - 7 17 - 1.5
(nalr) Nal 186 - 25 0.25- 0.2
(a) Los antibióticos fueron agregados a los 2 minutos p.i. 
a concentración final de 150 yg/ml de Nal y 5 yg/ml de 
Novo.
(b) Los resultados se expresan como los valores medios - DS 
(9 > n < 3) .
Figura 3
Concentración de Novo yg/ml
Se infectó a B. ¿ u b t ¿ ¿ ¿ 6 168M con SP01(+) a m.i. 10, a
los dos minutos p.i. se agregaron las cantidades de 
Novo indicadas a alícuotas del cultivo. Los rendimien­
tos fueron medidos después de la lisis. En ausencia 
del inhibidor se obtuvieron 30 fagos por bacteria in­
fectada .
10 yg/ml de Novo (60) , PB1706 (16) y JA60A (obtenida en el 
presente trabajo), estas dos últimas resistentes a 300 y 
250 yg/ml de Nal (nalr).
Si analizamos los resultados obtenidos sobre la ce­
pa QM27 en presencia de 5 yg/ml de Novo agregado a los 2 
minutos p.i., observamos que esta droga no afecta el tiempo 
de lisis y lo hace escasamente sobre la producción de bac­
teriófagos (Tabla 1). Por experimentos de crecimiento en 
un ciclo no encontramos diferencias con lo observado por 
Gage y Fujita (41) en el tiempo necesario para producir un 
equivalente de fago por bacteria infectada (resultados no 
mostrados).
En cambio, tras el agregado de Nal en las cepas bac 
terianas PB1706 y JA60A infectadas con SPOl(+) se observó 
un retardo en el tiempo de lisis y una marcada inhibición 
de la producción de fagos, similar a la observada sobre la 
cepa sensible a Nal (Tabla 1).
b) EFECTOS DE Nal Y Novo SOBRE LA SINTESIS DE DNA EN B. 6a b t i- 
t u  INFECTADO CON SPOl(+)
3
Para medir la incorporación acumulativa de HAde en 
material álcali estable precipitable por ácido, en el bac­
teriófago silvestre, se utilizaron las cepas bacterianas 
168M, PB1706 y QM27.
Cada cepa fue infectada con SPOl(+) a m.i. 10, adi­
cionando al mismo momento la marca. A los 2 minutos p.i. 
se agregó a alícuotas del cultivo 150 yg/ml de Nal o 5 yg/ 
mi de Novo. Las muestras se procesaron según Materiales y
Métodos.
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El análisis de la capacidad de síntesis de DNA arro 
jó resultados concordantes con la Tabla 1. Tal como se mués 
tra en la Figura 4A, el bacteriófago silvestre comienza la 
síntesis de DNA entre los 10 a 12 minutos p.i. sobre la
3
cepa 168M, pero es incapaz de incorporar HAde en DNA en 
presencia de Nal. Si analizamos el panel B, observamos que 
sobre sobre la cepa PB1706 (nal ) y en ausencia del antibió 
tico, la síntesis de DNA viral presenta una velocidad menor 
de incorporación, pero aún es activa (Figura 4B). En presen 
cia del antibiótico el sistema es incapaz de incorporar mar 
ca en material álcali estable. En ambos casos (Panel A y B) 
la inhibición por Nal es del orden del 99%. Estos resulta­
dos indican que el bacteriófago silvestre requiere un fac­
tor inhibible por Nal y distinto de la subunidad A de la 
DNA girasa bacteriana para mantener una activa síntesis de 
DNA.
Al analizar el efecto de Novo sobre la cepa sensible 
168M, observamos que inhibe un 99% de la síntesis de DNA 
viral, mientras que en ausencia del antibiótico el fago sil^  
vestre replica de acuerdo a los datos existentes en biblio­
grafía (Figura 5A). En la Figura 5B se muestra la incorpora 
ción acumulativa de marca por el fago silvestre al infectar 
la cepa QM27 (nov ). En ausencia del antibiótico la sínte­
sis de DNA se inicia entre los 12 a 13 minutos p.i., tiempo 
éste que no varía al agregarle el antibiótico.
En el cultivo con Novo la capacidad de incorporar 
marca es del orden del 40% con respecto a la que se obtiene 
en ausencia del antibiótico, pero aún así la producción de 
fagos, tal como fuera observado en la Tabla 1, es escasamen
te afectada.
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Figura 4
Síntesis de DNA en B. 4u6£t£có 168M y PB1706 infectados por 
SP01(+) en ausencia y presencia de Nal.
Tiempo en minutos p.i.
Se infectaron las cepas de B. ¿u b t iL U  168M (A) y PB1706 (B) 
con SP01(+) a m.i. 10. Al momento de la infección se agrega
3
ron a cada ensayo 17 yg/ml de HAdenina con actividades es­
pecíficas de 2.5 yCi/ml y 10 yCi/ml, respectivamente. A los 
dos minutos p.i. a una alícuota de cada cultivo se le agre­
gó 150 yg/ml de Nal. La flecha indica el momento de agrega­
do. A distintos tiempos se tomaron muestras de 0.2 mi y se 
procesaron según Materiales y Métodos.
(o) Control sin antibiótico; (•) Ensayo con Nal.
- j j —
Figura 5
Síntesis de DNA en B. <áu.b£¿£/Có 168M y QM27 infectados con
SP01(+) en presencia y ausencia de Novo.
Tiempo en minutos p.i.
Se infectaron las cepas de B. ¿n b t itU i 168M (A) y OM27 (B)
con el bacteriófago SP01(+) a m.i. 10. Al momento de la
3
infección se agregó a cada ensayo 17 yg/ml de HAdenina 
con actividad específica de 2.5 yCi/ml. A los 2 minutos 
p.i. a una alícuota de cada cultivo se le agregó 5 yg/ml 
de Novo. La flecha indica el momento de agregado. A dis­
tintos tiempos se tomaron muestras de 0.2 mi y se proce­
saron según Materiales y Métodos.
(o) Control sin antibiótico; (®) Ensayo con Novo.
-De los resultados hasta aquí presentados se puede a- 
preciar que SP01(+) requiere para su desarrollo una función 
codificada por el fago, sensible a Nal, distinta de gyrA, y 
una función sensible a Novo, aportada por la bacteria (gyrB). 
Para esta última hipótesis nos apoyamos en que, al infectar 
una cepa bacteriana que posee el carácter novr, el fago sil 
vestre es capaz de incorporar marca.
En procura de corroborar la existencia de esa función 
viral se buscó obtener mutantes del fago SP01 capaces de re­
sistir a 150 yg/ml de Nal. Para ello se mutagenizó a la cepa 
PB1706 infectada con un stock viral o con varios clones de 
SPOl(+) con el fin de obtener diversos mutantes resistentes 
por eventos independientes. Los lisados obtenidos se plaquea 
ron en presencia y ausencia de Nal. Sin antibiótico se obser 
va un rendimiento del 10% con respecto al habitual en ausen­
cia del mutágeno. Esa escasa letalidad nos induce a pensar 
que la posibilidad de mutaciones dobles o triples sería ba­
ja. En presencia de 200 yg/ml de Nal observamos una inhibi­
ción del orden del 95% con respecto al título en ausencia 
del antibiótico. Las placas de lisis obtenidas en esta últi­
ma condición fueron picadas con palillo estéril en altas y 
bajas dosis de Nal, y posteriormente tituladas. Se lograron 
aislar, como se describe en Materiales y Métodos, 17 mutan­
tes, a los que llamamos Jl a J17, de los cuales 11 fueron 
obtenidos por eventos independientes.
Se consideró resistente a aquel mutante que, en pre­
sencia de 150 yg/ml de Nal, su eficiencia de plaqueo no era 
deprimida más de un 30%. El mutante Jl, aún en presencia de 
300 yg/ml presentaba una eficiencia de plaqueo del orden del
6 8%.
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En un paso posterior se analizó el comportamiento de 
este último mutante en medio líquido. Para ello se infectó 
un cultivo de 8. ¿u b t t t t6 PB1706 (nal , nov ) a m.i. 10 con
el bacteriófago mutante SPOl Jl. A los 2 minutos p.i., a 
una alícuota del cultivo se le agregó 200 yg/ml de Nal o 
5 yg/ml de Novo. Como se puede observar en la Tabla 2 este 
mutante es capaz de desarrollar en presencia de altas dosis 
de Nal (8 mM) siendo inhibido solamente un 24%, pero en pre 
sencia de 5 yg/ml de Novo es tan sensible como el bacterió­
fago silvestre. De esta manera reafirmamos el concepto ante 
riormente enunciado, incapacidad de desarrollar en presen­
cia de Novo sobre una cepa bacteriana sensible a éste, y co 
rroboramos en este mutante resistente la independencia de 
los blancos de acción de estos inhibidores.
c) BUSQUEDA DEL GEN/ES QUE CODIFIQUE/N A LA SUBUNIDAD CON FUN­
CION DE CORTE Y REUNION DE LA SPOl DNA TOPOISOMERASA
Ninguno de los bacteriófagos de la serie J (nal ) 
nos permitió hacer experimentos de complementación por care 
cer de una condición no permisiva, y tampoco pudimos reali­
zar experimentos de recombinación por no lograr obtener una 
inhibición mayor del 95% cuando infectábamos a PB1706, en 
presencia de Nal, con el fago silvestre.
Una manera de resolver este problema sería mediante 
el hallazgo de mutantes sensibles a la temperatura en la 
función blanco de Nal. Pensamos que tal vez la mutación J 
(nal ) pudiera haber introducido alguna alteración en la 
proteína correspondiente haciéndola más inestable. Por esta 
razón estudiamos la sensibilidad a la temperatura para
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Tabla 2
Efecto de Nal y Novo sobre el desarrollo de SP01 J1 en 
B. ¿ u b t íL u  PB1706 (nalr, novS) (ab
Antibiótico
agregado
Producción
fago/bacteria infectada^ '
— 10 - 2.6
Nal (200 yg/fail) 7.6 -  1.1
Novo (5 yg/fril) 0.2 - 0.1
(a) Los antibióticos fueron agregados a los 2 minutos p.i.
(b) Se indican los valores medios de tres determinaciones 
+
DS .
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producir placas de lisis de los 17 mutantes J. Lamentablemen 
te ninguno de ellos mostró diferencias con el comportamiento 
de SP01( + ).
Hemos intentado varios caminos en procura de obtener 
un mutante en la función nal que nos permitiera hacer expe­
rimentos genéticos, pero todos ellos fueron negativos. En 
condiciones no permisivas un mutante como el buscado podría 
tener afectada la iniciación de la síntesis de DNA (DD) o 
directamente ser deficiente en replicación (DO). A continua­
ción se incluyen las observaciones que justifican la primera 
propuesta y los experimentos realizados, y en el Capítulo III 
se detallan los estudios con los mutantes DO.
Mac Carthy (94) había observado que tres mutantes DD 
de T4 (que en condiciones no permisivas producían escasa pro 
genie) eran incapaces de desarrollar en presencia de los 
inhibidores de la DNA girasa. En las mismas condiciones el 
silvestre era insensible a los inhibidores. Stetler y col. 
(165) y Liu y col. (88) demostraron que los productos activos de 
los genes de estos tres mutantes en cuestión cooperaban para 
formar una proteína con actividad DNA topoisomerasa II, deno 
minada T4 DNA topoisomerasa.
De estas observaciones se concluye que T4( + ) emplea 
una topoisomerasa propia y que los mutantes DD pueden susti­
tuirla, con baja eficiencia, por la DNA girasa bacteriana. 
Pensamos que SP01, al igual que T4, podría usar alternativa­
mente a la DNA girasa bacteriana y que el mutante en cues­
tión pudiera haber sido clasificado como DD.
Si dentro del grupo de mutantes DD se encontrara muta 
do el gen responsable de codificar a la proteína de corte y 
reunión de la SP01 DNA topoisomerasa, al inhibir a la DNA
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girasa bacteriana, este mutante sería incapaz de desarrollar.
Se analizaron representantes de los cistrones DD, y 
otros con terminación anticipada (DA) e intermedios (D int). 
Para ello se infectó 168M con los mutantes en cuestión y a 
los 2 minutos p.i. se les agregó 50 yg/ml de Nal. Esta dosis, 
50 ¡¡g/ml, es suficiente para frenar el desarrollo y la sínte 
s¡- de DNA de esta cepa bacteriana (41 y resultados no mos­
trados). A los 12 minutos p.i. el cultivo fue diluido 1000 
veces con el objeto de evitar reinfecciones con los fagos li_ 
bres. De acuerdo a este diseño el número mínimo de fagos pro 
ducidos que podríamos detectar es de 0,03 fagos/bacteria in­
fectada .
Se analizaron los mutantes F47, F45, F6, F31 y Fll, 
representantes de los cistrones 2b, 3, 11, 12 y 14, respectó^ 
vamente. El rendimiento, en condiciones no permisivas, de 
F47, F31 y Fll era tan bajo que no permitía observar una diss 
minución causada por el antibiótico.
El mutante F45 presentó resultados algo variables de 
un experimento a otro, pero aún así observamos en la Tabla 3 
que en presencia de Nal se alargó al doble el tiempo de li- 
sis, con una inhibición del desarrollo viral entre un 58% a 
un 80%. En cambio el mutante F6 no parece ser afectado por 
la dosis de Nal que inhibe a la replicación bacteriana.
DISCUSION DE LOS RESULTADOS
En un primer paso medimos la sensibilidad de SPOl a 
los inhibidores de la DNA girasa. Esta inhibición, como vere 
mos más adelante, no puede ser atribuida a un efecto secundario.
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Tabla 3
Progenie y tiempo de lisis de los mutantes DA en 168M con y 
sin agregado de Nal.
Mutante
Tiempo 
(min.
de lisis 
p.i.)
Producción
fago s/bacteria infectada
- Nal + Nal - Nal + Nal (a)
F45 100 - 3(b) 240 - 55(b) 1.8 ± 2(b) 0.2 - 0.2(b)
F6 166 - 30 173 - 23 0.3 - 0.2 0.2 - 0.1
Los bacteriófagos F47 (DD), F31 (DD) y Fll (D int) dieron 
valores de progenie menores que el blanco experimental que 
fue de 0.03 fagos/bacteria infectada (fagos libres).
(a) A los 2 minutos p.i. se agregó 50 yg/ml de Nal.
(b) Se indican los valores medios de tres determinaciones
- DS,
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Cuando se creció al fago silvestre sobre una cepa 
bacteriana resistente a Novo observamos que en presencia 
del antibiótico no se afecta el tiempo de lisis y no se al­
tera significativamente la producción de bacteriófagos. Al 
analizar la síntesis de DNA en presencia de Novo observamos 
una menor cantidad de marca incorporada, pero como vimos an 
teriormente la producción de progenie es escasamente afecta 
da. Quizás esta baja incorporación se deba a que gyrB resi£ 
tente sea aún parcialmente inhibida, o bien a que la muta- 
ción que introdujo el carácter nov también haya introduci­
do una alteración en la eficiencia enzimática de gyrB. Al 
respecto cabe citar que recientemente en E. c o t í se ha demos 
trado que mutantes resistentes en gyrB son menos activos pa 
ra mantener un determinado grado de superenrollamiento nega 
tivo (181).
Estos resultados nos permiten concluir que el desa­
rrollo de SPOl tanto como su síntesis de DNA son dependien­
tes de una función sensible a Novo, gyrB, codificada por la 
célula huésped, y que la sensibilidad a Novo es eliminada 
al introducir el carácter nov en la DNA girasa bacteriana.
Los resultados obtenidos con Nal indican que el fago 
silvestre es incapaz de desarrollar tanto en la cepa sensi­
ble como en la resistente en presencia de 150 yg/ml de Nal. 
Sin embargo, aún en presencia de concentraciones mayores de 
Nal, no logramos inhibir el desarrollo viral más de un 97% 
(sobre JA60A) . Una explicación plausible sería que SPOl ut_i 
liza con baja eficiencia otra topoisomerasa. Kano y col. 
(70a) demostraron, en E. c o t í, que más del 15% del superenro 
llamiento del DNA es introducido por mecanismos independien 
tes a la DNA girasa. Si en 8. ¿ u b t ít íó -SPOl ocurriese algo
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similar, el sistema podría ser capaz de funcionar con una 
eficiencia del 5%.
Al analizar la incorporación acumulativa de adenina 
tritiada en el DNA viral observamos inhibición de ésta en 
presencia del antibiótico, tanto en la cepa bacteriana sen­
sible como en la resistente a Nal.
Gage y Fujita (41) demostraron que a dosis de Nal en 
que se inhibe la replicación bacteriana (50 yg/ml) el bac­
teriófago silvestre es capaz de llevar adelante un ciclo 
lítico normalmente. Ellos sugirieron que: a) SPOl no reque­
ría la acción de la actividad celular blanco de Nal; b) o 
bien la modificaba haciéndola insensible a Nal. Por los tra 
bajos de Sarachu (150) y los aquí presentados descartamos 
la hipótesis (b) ya que 150 yg/ml de Nal inhiben el desarro 
lio viral sobre la cepa sensible. De los resultados obteni­
dos cuando infectamos con SPOl(+) a la cepa resistente, en 
presencia de 150 yg/ml de Nal, afirmamos la hipótesis (a). 
Es decir que en esta última condición la función celular 
blanco de Nal es activa, pero aún así el fago es incapaz de 
dar progenie.
Por lo tanto podemos decir que SPOl no utiliza (al 
menos mayoritariamente) a gyrA bacteriana, sino que codifi­
ca una proteína que la reemplaza, o bien que la modifica, 
pero en ambos casos el producto viral es sensible a Nal a 
dosis mayores que las necesarias para inhibir a la proteína 
blanco bacteriana (según los resultados obtenidos con Jl).
En el Esquema 1 se presenta un análisis de las posi­
bilidades que nos han llevado a las conclusiones antes enun 
ciadas. En el punto a) indicamos que a dosis de 50 yg/ml 
de Nal el fago es capaz de llevar adelante un ciclo viral.
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Esquema 1
Condición
Concentración 
de antibiótico 
(yg/ínl)
Interpretación
Producción
de
fagos
a 50 Sí
b 150 No
c 150 No
d 200 Sí
La subunidad A bacteriana de la DNA girasa (Ab) es inactiva 
(inact) en presencia de 50 yg/ml de Nal, en cambio la subu­
nidad de origen viral (Av) es activa (act) a esa dosis pero 
inactiva en presencia de 150 yg/ml de Nal. Producto modifi­
cador (pm) que transformaría a Ab en producto activo Av.
(pr) producto viral que reemplazaría a Ab.
En esta situación puede existir producción de fagos porque 
SP01 no requiere a la proteína blanco de Nal (Ab) o por la 
existencia de pm o pr. En b) se demuestra la necesidad de 
un producto sensible a Nal (Av activo) pero no se concluye 
si éste tiene actividad de pm o pr. En el punto c) cuando 
se emplea a gyr A resistente, Ab es activa pero como en la 
posición anterior Av es inactiva. O sea pm 150 o pr 150 se­
rían sensibles a 150 yg/ml de Nal. Es improbable que pm 150 
modifique a Ab y simultáneamente tenga un sitio sensible a 
Nal. En la posibilidad d) la enzima viral es activa porque 
pr 300 es resistente. Por otra parte, Ab no sería modifica 
ble por el fago o, si lo fuera, al introducirle esa modifi- 
cación se podría producir la pérdida del carácter nal de 
la proteína celular, o ésta podría ahora no ser reconocida por 
la subunidad B.
Por estas razones la hipótesis más simple fue adjud_i 
carie al fago la capacidad para codificar un polipéptido 
con función de corte y reunión en sitios específicos, y ese 
polipéptido (sensible a Nal 150 yg/ml), unido a la subuni­
dad B bacteriana (sensible a Novo 5 yg/ml) constituiría una 
enzima con actividad DNA topoisomerasa sobre el DNA viral 
(enzima ésta llamada en el presente trabajo SP01 DNA topoi­
somerasa) .
Esta hipótesis, fundamentada en la independencia de
los blancos de acción, se vio reforzada por el hecho de que
SP01(+) en B. ¿u b t iL L6 QM27 (nalS, novr) es tan sensible a
s sNal como lo es sobre B. ¿ubtíJLLó 168M (nal , nov ) (resulta­
dos no mostrados).
Una vez demostrada la existencia de la función viral 
se hizo interesante ubicar en el mapa físico al gen que
codifica a ese producto supuestamente con actividad de cor­
te y reunión en sitios específicos, por analogía con gyr A. 
Este gen, como veremos más adelante (Capítulo II), deberá 
ser transcripto a tiempos tempranos.
Con los mutantes de la serie J, como ya hemos dicho, 
no podemos hacer análisis genéticos por carecer de una con­
dición no permisiva. Un mutante que reúna las condiciones
-4buscadas (caída de la eficiencia de plaqueo a 10 en cond_i 
ciones no permisivas) podría ser termosensible, supresible 
o hipersensible a Nal (sensible a dosis de 50 yg/ml de Nal). 
Se han intentado estas tres posibilidades (resultados no 
mostrados) pero sin éxito. El mayor inconveniente, que no 
pudimos salvar, fue que en presencia de 150 yg/ml de Nal el 
silvestre no era inhibido más de un 95%.
Dentro de los mutantes DA analizados habíamos mostra 
do (Tabla 3) que sólo el mutante F45 (representante del ci£ 
trón 3) presenta una moderada inhibición en presencia de 50 
yg/ml de Nal, presentando un efecto similar al observado en 
T4, pero podemos descartar a este mutante porque, a diferen 
cia de T4, la función buscada es vital a tiempos tempranos 
(será analizado más adelante) y es requerida para la inicia 
ción de la síntesis de DNA. Este mutante comienza "normal­
mente" su replicación, aunque la termina anticipadamente 
(115) . Si la función buscada tuviese un comportamiento siirú 
lar a la DNA girasa, o sea de vital importancia para la in_i 
ciación de la replicación (110), podríamos decir que el cis 
trón representado por F45 no codifica a la función buscada.
Además se ha descripto recientemente que este mutan­
te es transcripto a tiempos medios y tardíos (13, 143) y su 
función principal sería intervenir en el ensamblado de los
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viriones (46). Por resultados que analizaremos más adelante 
sabemos que el gen que codifique a la función buscada debe­
rá ser trasncripto a tiempos tempranos, razón que nos hace 
descartar a F45.
Analizando el mapa físico de SP01 se observa que los 
cistrones que cumplen con el requisito antes descripto son: 
2b, 27, 28 y 32 y la zona de redundancia terminal. De ésta 
y del cistrón 2b se conoce muy poco.
De los 17 promotores tempranos (Pe) conocidos, 12 se 
hallan en la zona redundante terminal, 1 en la región 29-33 
Kpb (posición que parte de numerar las bases de izquierda a 
derecha, sin la redundancia, 0 - 132 Kpb), 1 en la región 
132 Kpb y tres en la región 90 - 115 Kpb {zona cistrón 28). 
De estos últimos tres, el promotor de la zona 27 - 28 (Kpb 
91) es capaz de transcribir "in vitro" un mRNA de 2,7 Kpb 
(que equivaldría, si es traducido totalmente, a una proteí­
na de peso molecular (PM) 98 K ), aunque no podemos descar­
tar que "in vivo" el tamaño del mRNA sea menor (25).
Dado que desde este promotor se transcriben dos fun­
ciones vitales conocidas, gp27 (25, Capítulo III) y gp28 
(56) nos resulta difícil suponer que además se transcriba 
otra función vital, como sería la proteína blanco de Nal. 
Ahora bien, al no conocer el peso molecular de este último 
gen/es es difícil realizar mayores análisis.
En la zona de los cistrones 29 - 30 existe un segun­
do Pe, región 99 Kpb, que es capaz de transcribir "in vitro" 
un mRNA de 3.2 Kpb (que equivaldría a una proteína de PM 
118 K) . Ahora bien, se desconoce cuál de los dos cistrones 
es transcripto desde ese promotor. El tercer Pe se halla en 
la región 113 Kpb y es capaz, post-traducción del mensajero,
de formar una proteína de 42 K de PM. Si suponemos que el 
gp29 (del cual se desconoce su peso molecular) juega un rol 
de importancia en el freno de la replicación bacteriana y 
ésta se llevaría a cabo desde los 2 minutos p.i. hasta el 
freno total a los 6 minutos p.i. podemos suponer que el 
gp29 podría ser transcripto desde el promotor ubicado a los 
99 Kpb.
Del promotor Pe 113 Kpb no se dispone mayor informa­
ción .
Reeve y col. (136) han demostrado que el mutante F38, 
representante del cistrón 32, es transcripto a tiempos tem­
pranos, pero esta observación será analizada más en detalle 
en el Capítulo III.
Con respecto a la zona redundante han sido descrip- 
tos 12 promotores (13; 79; 143), desconociéndose las funcio 
nes transcriptas por éstos. Si pensamos que el gen/es en 
cuestión se halla/n en esta zona redundante, para poder ub_i 
cario deberíamos tener un genoma de copia única (delección 
de uno de los extremos redundantes) , porque de ese modo el_i 
minamos la posibilidad de que el sistema pueda leer al gen 
desde el otro extremo redundante. Es difícil, por la necesi 
dad antes exigida, hacer experimentos genéticos en esta re­
gión .
Por lo antes dicho se hace necesario explicar la 
existencia de los mutantes en los cistrones 35 y 36 (trans­
criptos desde la zona redundante). Recientemente usando mu­
tantes termosensibles de SP01, Glassberg y col. (54) demos­
traron que el mutante representante del cistrón 32 comple­
menta (se analiza la complementación por visualización de 
la replicación) con el resto de los cistrones del genoma,
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pero no lo hace con los cistrones 35 y 36 (55). Quizás és­
tos son transcriptos como policistrón desde el 32, y el re­
dundante en el otro extremo puede no ser copiado.
La posibilidad de un cistrón aún no descripto es pro 
bable, ya que sólo conocemos un 70% de los productos codifi_ 
cados por el genoma del fago, si bien no necesariamente to­
do el genoma tiene que tener sentido. Por ejemplo, en el 
bacteriófago lambda casi el 20% de su genoma no codifica 
función, o la que codifica no es vital, ya que extrayéndole 
esa zona es capaz de llevar adelante normalmente tanto un 
ciclo lítico como uno lisogénico.
C A P I T U L O  I I
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EFECTOS DE NOVO SOBRE EL PROGRAMA DE TRANSCRIPCION VIRAL
De los resultados presentados en el capítulo preceden 
te podemos extraer las siguientes conclusiones:
a) Novobiocina inhibe el desarrollo de SPOl silvestre sobre
s
la cepa 168M (nov );
b) El bacteriófago SPOl, al menos para su síntesis de DNA, 
utiliza una topoisomerasa II compuesta por la subunidad B 
de la DNA girasa de la célula huésped y por una proteína 
sensible a 150 yg/ml de Nal codificada por el genoma vi­
ral .
De esta SPOl DNA topoisomerasa el rol más conocido es 
el de la subunidad B, aportada por la bacteria, que a su vez 
es muy parecida a su homóloga de E. c.oti (167) .
Los dos objetivos del presente capítulo fueron estu­
diar el efecto de Novo sobre la regulación de la transcrip­
ción viral y la presencia o no de RNAs transcriptos tardía­
mente cuando la síntesis de DNA es inhibida por la droga.
En el bacteriófago T4, de E. c o t í , se ha demostrado a- 
cople entre la replicación y la transcripción viral tardía 
(140, 141). Una hipótesis atribuye este acople a que un DNA 
recientemente replicado estaría en estado competente para 
ser transcripto y esta competencia se iría perdiendo a medi­
da que el DNA madura. Con ello probablemente disminuirían 
las zonas de cadena simple accesibles a la RNA pol (17, 193, 
194, 195). Otra hipótesis, más abierta, es que al menos algu 
ñas de las proteínas de replicación interactúan con el siste 
ma transcripcional (130).
En el sistema SPOl-B. ¿u.btÁL¿& los datos existentes so­
bre el acople son contradictorios, hecho por el cual
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utilizamos como diseño experimental el inhibir a la síntesis 
de DNA, por Novo, y en esas condiciones analizar la trans­
cripción viral tardía.
a) EFECTOS DE NOVO SOBRE LA SINTESIS DE DNA, RNA Y PROTEINAS EN 
8. ¿u b tilÁ A 168M
Recientemente Matter y Pointer (93) demostraron, en 
E. coisL, que la acción de Novo es reversible y con escasos 
efectos secundarios. Con el fin de conocer su efecto sobre 
nuestro sistema, medimos la síntesis de DNA, RNA y proteínas
g
tras el agregado de Novo, en B. ¿abtUbU, 168M (nov ) crecien­
do en medio líquido.
Síntesis de DNA
La síntesis de DNA fue medida en 8. ¿abtU Jj> 168M por 
la incorporación acumulativa de adenina tritiada (2.5 yCi/ml 
y 17 yg/ml) adicionada a tiempo cero, en material álcali es­
table precipitable por TCA. A los 16 minutos de agregada la 
marca a alícuotas del cultivo inicial se le adicionaron can­
tidades crecientes de Novo (0,5; 1; 2 y 5 yg/ml) con el fin 
de determinar la dosis que inhibe la síntesis de DNA. Las 
muestras fueron procesadas según Materiales y Métodos.
Como se puede observar en la Figura 6 concentraciones 
crecientes de Novo muestran capacidades inhibitorias también 
crecientes, llegándose a un 98% con 5 yg/ml.
Síntesis de RNA
La síntesis de RNA en 8. ¿ub£¿£¿ó 168M' fue medida por 
la incorporación acumulativa de adenina tritiada (2,5 yCi/ml
70
Síntesis de DNA en B. -4ub£JJUj> 168M en presencia de cantida­
des crecientes de Novo.
Figura 6
Tiempo en minutos
3
Medida de la incorporación de HAde (2.5 yCi/ml y 17 yg/ml) 
agregada a tiempo cero. Dieciséis minutos después, a alícuo 
tas del cultivo se le agregaron cantidades crecientes de No 
vo ( ) 0.5; ( ) 1; (x) 2; (o) 5 yg/ml y (o) control sin Novo.
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y 17 yg/ml) adicionada a tiempo cero en material álcali lá­
bil precipitable por TCA. Dieciséis minutos después a una 
alícuota del cultivo se le agregó 5 yg/ml de Novo.
En la Figura 7A se puede observar que el antibiótico 
sólo afecta parcialmente la síntesis de RNA, al menos duran 
te los primeros 25 minutos. A tiempos mayores, la pendiente 
comienza a decaer para frenarse finalmente (resultados no 
mostrados). Este efecto puede ser atribuible a que ciertos 
operones (como en E. c o L L ) requieren un determinado estado 
topológico (149) para su transcripción y la ausencia de la 
síntesis de esos mRNAs podría disparar un sistema de termi­
nación de transcripción. Por otro lado, recientemente Oostra 
y col. (117) demostraron, en E. c.o£¿, que en presencia de No 
vo se reducía, selectiva y drásticamente, la síntesis de 
RNA ribosomal. En estos dos casos se postuló que el freno 
se debe a una modificación del estado topológico y no a un 
efecto secundario del inhibidor.
Síntesis de proteínas
La síntesis de proteínas en 8. ¿ubtíXÁA 168M fue med_i 
da por la incorporación de leucina tritiada (1,5 yCi/ml y 
0,024 yg/ml) agregada a tiempo cero, en material precipita- 
ble por TCA. Luego de 16 minutos, a una alícuota del culti­
vo se le agregó 5 yg/ml de Novo. Las muestras fueron proce­
sadas según Materiales y Métodos.
Como se puede observar en la Figura 7B, sólo se modi^  
fica ligeramente la curva de incorporación para luego mante 
ner igual pendiente que el control.
Este escaso efecto no podemos atribuirlo a una defi­
ciente permeabilidad del sistema a Novo, ya que al analizar
Figura 7
Efecto de Novo sobre la síntesis de RNA y proteínas en B. ¿ubtiLLt* 168?4
Tiempo en minutos
A tiempo cero se adicionó HAde para medir la incorporación 
en RNA (2.5 pCi/ml y 17 pg/ml) (A), o ^HLeu (1.5 uCi/ml y 
0.024 pg/ml) en proteínas (B) por 168M. Las muestras fueron 
tomadas a distintos tiempos y procesadas según Materiales y 
Métodos.
(o) Control en ausencia de Novo; (o) Ensayo con 5 pg/ml de 
Novo agregados al minuto 16.
su efecto sobre la síntesis de DNA y RNA observamos que el 
antibiótico actúa rápidamente.
A tiempos mayores (resultados no mostrados) la sínte 
sis es afectada parcialmente. Estos resultados son los espe 
rados ya que a esos mismos tiempos la transcripción se en­
cuentra frenada. Por consiguiente este efecto no puede ser 
atribuible a una acción secundaria del antibiótico.
b) EFECTO DE NOVO SOBRE LA SINTESIS DE DNA, RNA Y PROTEINAS EN 
B. ¿u b t¿U &  168M INFECTADO CON SP01 SILVESTRE
Con el objeto de reafirmar la acción de Novo sobre 
la síntesis de DNA viral y descartar algún efecto secunda­
rio sobre la síntesis de RNA total y proteínas se realiza­
ron experimentos infectando B. ¿u b t ¿ í¿6 168M con SP01(+) y 
midiendo luego la síntesis de DNA, RNA y proteínas, tanto 
en ausencia como en presencia de Novo.
Síntesis de DNA
La síntesis de DNA viral fue medida en B.
168M infectado con SP01(+) a m.i. 10, por la incorporación 
3
de HAde agregada 1 minuto p.i.. A los 2 minutos p.i. a a- 
lícuotas del cultivo se le agregaron cantidades crecientes 
de Novo (1, 2, 5 y 10 yg/ml), con el fin de determinar la 
dosis que inhibe la síntesis de DNA viral.
Como se puede ver en la Figura 8 la dosis de Novo 
(5 yg/ml) que inhibe un 99% la síntesis de DNA viral, tal 
como se viera en la Figura 6, es la misma que inhibe la sin 
tesis de DNA bacteriano.
El agregado de 1 yg/ml sólo cambia inicialmente la
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Figura 8
Síntesis de DNA del bacteriófago SP01 en B. ¿u b títÁ A 168M 
en presencia de cantidades crecientes de Novo.
3
Medida de la incorporación de HAde (6 yCi/ml y 17 yg/ml) 
agregada al minuto post-infección. A los 2 minutos p.i. 
a alícuotas del cultivo se le agregaron cantidades cre­
cientes de Novo (A) 1, (x) 2, (•) 5, (■) 10 yg/ml y
(o ) control sin agregado.
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pendiente de incorporación que luego se hace similar a la 
del control; 2 yg/ml inhiben un 95% la síntesis de DNA a 
los 30 minutos p.i., pero quizás a tiempos mayores el sis­
tema sea capaz de reiniciar la síntesis aunque con muy ba­
ja eficiencia; dosis mayores de 5 yg/ml no son necesarias y 
podrían provocar posibles efectos secundarios. En todos los 
experimentos que se detallan a continuación la dosis del an 
tibiótico será 5 yg/ml.
Síntesis de RNA total
La síntesis de RNA total en 8. ¿u b tiLLb 168M infecta­
do con SPOl silvestre a m.i. 10 fue medida por la incorpora
3
ción de HAde adicionada 1 minuto post infección. A los 2 
minutos p.i. a uno de los cultivos en paralelo se le agregó 
5 yg/ml de Novo.
En la Figura 9A se muestra que el agregado del anti­
biótico afecta sólo parcialmente la síntesis de RNA total 
(40%), al menos durante los primeros 35 minutos luego de su 
agregado.
Síntesis de proteínas
En paralelo a la síntesis de DNA y RNA total medimos 
la síntesis de proteínas en 8. ^abtVÜJi 168M infectado con
3
SPOl silvestre a m.i. 10 por la incorporación de HLeu adi­
cionada al momento de la infección. A una alícuota del cul­
tivo a los 2 minutos p.i. se le agregó 5 yg/ml de Novo.
Como se puede observar en la Figura 9B durante los 
primeros 7 minutos después del agregado de Novo no se apre­
cia inhibición, y luego comienza a caer la pendiente de in­
corporación de marca. A los 30 minutos p.i. la inhibición
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Figura 9
Efecto de Novo sobre la síntesis de RNA total y proteínas 
en B. 6iibtULu> infectado con SPOl silvestre.
3
Medida de la incorporación de HAde (6 yg/ml y 17 yg/ml) 
en RNA total (A) y ^HLeu (1.5 yCi/ml y 0.024 yg/ml) en 
proteínas (B) agregadas 1 minuto post-infección en 
B. 4ubt¿t¿6 168M infectado con SPOl(+) en ausencia (o) y 
presencia de 5 yg/ml de Novo (•) agregado a los 2 minu­
tos p.i.. Las muestras fueron tomadas a distintos tiempos 
y procesadas según Materiales y Métodos.
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fue del orden del 50% en presencia del antibiótico. Esta 
disminución de la incorporación de marca, como veremos más 
adelante, es atribuida a la carencia de los mRNAs tardíos, 
y ésta, a la ausencia de replicación.
c) NIVEL DE TRANSCRIPCION VIRAL EN B. ¿u b t lL U  168M INFECTADO 
CON SPOl SILVESTRE EN PRESENCIA DE NOVO
El nivel de transcripción viral se determinó por la
hibridización a DNA de SP01(+) de los RNAs marcados ( HRNAs).
Estos RNAs fueron obtenidos por pulsos de marcación con uri-
dina tritiada (28,6 yCi/ml y 0,2 yg/ml) a distintos tiempos
post-infección según Materiales y Métodos. Como control em- 
3
pleamos a los HRNAs obtenidos, en paralelo, en ausencia de 
Novo.
En la Figura 10 se puede observar el nivel de trans­
cripción viral del bacteriófago silvestre en ausencia y pre­
sencia de Novo.
En ausencia del antibiótico se observa que la sínte­
sis de RNA se inicia inmediatamente después de la infección 
(4,7% de hibridización entre los 1-3 minutos p.i.) y en un 
corto lapso de tiempo alcanza un máximo nivel de hibridiza­
ción (entre los 5-7 minutos p.i.). Luego la curva muestra un 
valle entre los 8 a los 17 minutos p.i.; posteriormente el 
nivel de hibridización vuelve a aumentar. Estos resultados 
son concordantes con los ya descriptos (42, 43).
En presencia de Novo, entre los 4-6 minutos, no se vé 
el alto nivel de producción de RNAs esperado, sino que se ob 
serva tan sólo aproximadamente el 25% del válor hallado en 
ausencia de Novo. Entre los 11-13 y 16-18 minutos p.i. no
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Figura 10
Nivel de transcripción viral del bacteriófago SP01(+) en 
presencia y ausencia de Novo.
Se midió la transcripción viral después de la infección de
SPOl silvestre en B. ¿u b tU LU 168M en ausencia (-- ) y presen
cia de 5 yg/ml de Novo (-- ) por la hibridización a DNA de
SP01(+). Las barras indican el tiempo de marcación y cada 
una de ellas es una determinación.
Tianpo de marcación 
(minutos p.i.)
Blanco en ausencia 
de DNA (cpn)
RNA por tubo 
(cpn)
1 - 3 6 6643
ic
4 - 6 13 3432
5 - 7 21 5595
8 - 1 0 17 4107
11 - 13* 21 7891
15 - 17 11 6397
16 - 18* 18 8110
25 - 28 18 3900
26 - 28*
* ?
16 3297
HRNAs obtenidos en presencia de Novo
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observamos el valle característico del silvestre, aunque si 
analizamos a ese mismo tiempo la masa de RNA producidos, la 
diferencia entre ausencia y presencia del antibiótico es 
muy pequeña. A tiempos tardíos el fago silvestre, en presen 
cia de Novo, no sólo no incrementa su nivel de hibridiza- 
ción, sino que produce menos RNAs que a tiempos medios.
d) PROGRAMA DE TRANSCRIPCION VIRAL
Para establecer la calidad de los RNAs sintetizados
en presencia de Novo estudiamos la composición de cada uno 
3
de los HRNAs utilizados en el ensayo anterior, mediante 
experimentos de hibridización-competición e hibridización- 
competición mezcla.
Se usaron como RNAs competidores a los RNA(+) Cm 12 
min; RNA(+) 7 min; RNA(+) 10 min y RNA(+) 28 min (41, 42).
En el Cuadro 1 se indican las clases de RNAs que posee cada 
competidor.
En la Figura 11 se puede observar la calidad, en cía 
3
ses, de los HRNAs del fago silvestre en ausencia de Novo.
De esta figura sólo haremos un rápido análisis ya que los 
resultados están en un todo de acuerdo con los ya descriptos 
(42, 43, 38, 5, 150). Entre el 1-3 minutos p.i. el RNA(+) Cm 
12 min es capaz de competir un 94% de la marca. Esta es una 
competición máxima estimada y se obtiene extrapolando (a con 
centración cero del RNA competidor) la pendiente final de la 
curva obtenida a altas concentraciones de RNA competidor. El 
resto de los competidores usados compiten entre un 30 a un 
50% de la marca.
Entre los 5 a 7 minutos se observa el freno de la
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Figura 11
Fracción de radioactividad rete 
nida por el filtro en %
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Figura 11 
(continuación]
Tiempo de marcación Blanco en ausencia RNA por tubo Fracción de RNA que
(min. p.i.) de DNA (cpn) (cpm) hibridiza a DNA (%)
1 - 3 9 5987 4.2
5 - 7 19 11876 42.7
8 - 1 0 17 7476 29.3
15 - 17 64 13545 23.6
25 - 28 23 10987 36.8
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clase "e", ya que tanto RNA(+) 7 min como el RNA(+) 10 min
3
compiten casi totalmente al HRNA, en cambio el RNA(+) Cm 
12 min sólo lo compite un 61%. Entre los 8 a 10 minutos ob­
servamos el comienzo de la síntesis de los RNAs de la clase 
"n^l" debido a una mejor competición de RNA(+) 10 min que 
RNA(+) 7 min.
Entre los 15 y 17 minutos la síntesis de las clases
"em" y "m" ya se halla frenada porque tanto RNA(+) Cm 12
min como RNA(+) 7 min son malos competidores.
Entre los 25 a 28 minutos p.i. el RNA(+) 28 min es
capaz de competir un 88% de la marca, en cambio el RNA( + )
10 min es capaz de competir un 65%.
En la Figura 12 se gráfica la hibridización-competi- 
3
ción de los HRNAs sintetizados en presencia de Novo, agre­
gado a los 2 minutos p.i..
Entre los 4 a 6 minutos el RNA(+) Cm 12 min es aún 
capaz de competir un 80% de la marca, el RNA(+) 10 min es
tan buen competidor como el RNA(+) Cm 12 min y el RNA( + )
28 min es capaz de competir un 28% de la marca. Esta compe­
tición tan alta por el RNA( + ) 28 min podría hacernos pensar
en una cierta inespecificidad de este competidor en especial.
3
Cuando analizamos al HRNA 11-13 min observamos que
el RNA(+) Cm 12 min compite aún un 55% de la marca, el RNA(+)
10 min un 76% y el RNA(+) 28 min es capaz de competir un 51%.
Entre los 15-18 minutos p.i. observamos que RNA(+) Cm 12 min
todavía es capaz de competir un 46% de la marca, el RNA(+)
10 min un 63% y el RNA(+) 28 min un 57%. Cuando analizamos 
3
al HRNA 25-28 min observamos que el RNA(+) 10 min es mejor 
competidor que el RNA(+) 28 min (65 y 53% respectivamente) y 
el RNA(+) Cm 12 min es capaz de competir un 46% de la marca.
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Figura 12
RNA competidor (mg/ml)
Programa de transcripción del fago silvestre crecido en presen­
cia de Novo. Los RNAs (0.2 - 0.4 yg/ml) fueron hibridizados a 12 
yg/ml de DNA de SPOl(+) y competidos con RNA(+) Cm 12 min (O);
3
RNA(+) 10 min ( □ ) y RNA(+) 28 min (a ). HRNAs (A) 4-6 min p.i. 
(B) 11-13 min p.i.; (C) 16-18 min p.i. y (D) 26-28 min p.i.
Tienpo de marcación 
(min. p.i.)
Blanco en ausencia 
de DNA (cpn)
RNA por tubo 
(cpn)
Fracción de RNA que 
hibridiza a DNA (%)
4 - 6 20 9576 12.1
11 - 13 26 6000 13.1
16 - 18 18 7446 18.9
26 - 28 18 3076 12.4
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El análisis de estos resultados nos permite decir que
la síntesis de RNAs de clases tempranas no fue reprimida en
presencia de Novo. Este comportamiento difiere del silvestre,
3
sin Novo, en el cual los HRNAs 5-7 y 15-17 min p.i., como 
vimos, ya no poseían las clases "e" y "em", respectivamente. 
Además, el RNA(+) 10 min es mejor competidor que el RNA (+)
28 min, dándonos las bases para afirmar que en presencia del 
inhibidor no se transcribe la clase tardía "1".
Con el objeto de reafirmar las observaciones antes 
enunciadas y analizar la síntesis de la clase tardía "n^l"
hicimos experimentos de hibridización-competición mezcla con
3 3los HRNAs 15-17 min p.i. (sin Novo) y HRNAs 16-18 min p.i.
(con Novo). Estos fueron competidos por RNA(+) Cm 12 min,
RNA(+) 7 min, RNA(+) 10 min y RNA(+) 28 min. Como así tam­
bién al RNA(+) 10 min (0,466 mg/ml) se le adicionaron canti­
dades crecientes de RNA(+) Cm 12 min o RNA(+) 28 min.
3
Si analizamos al HRNA 15-17 min (sin Novo) podemos 
ver (Figura 13A) que el RNA(+) Cm 12 min es tan sólo capaz 
de competir un 14% de la marca, el RNA(+) 7 min un 23%, el 
RNA(+) 10 min un 58% y el RNA(+) 28 min un 80% de la marca.
Si al competidor RNA(+) 10 min le agregamos cantida­
des crecientes de RNA(+) Cm 12 min no se observa incremento 
de la competición por la mezcla. En cambio, cuando le agre­
gamos cantidades crecientes del RNA(+) 28 min vemos que la 
mezcla es capaz de competir del mismo orden que el RNA(+)
28 min. De esta experiencia podemos decir que a este tiempo 
no hay RNAs de clases tempranas y son transcriptos normalmen
te los RNAs de las clases tardías.
3
Si analizamos al HRNA 16-18 min p.i. obtenido en pre 
sencia de Novo (2 minutos p.i.) podemos ver (Figura 13B) que
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Figura 13
3
Los HRNAs 15-17 min p.i. (A) en ausencia y 16-18 min p.i. (B) 
en presencia de Novo, de los experimentos anteriores fueron hi- 
bridizados a DNA de SP01(+) (17 yg/ml) y competidos con RNA(+) 
Cm 12 min (O); RNA(+) 7 min (x); RNA(+) 10 min (□) y RNA( + ) 28 
min (a ). El RNA( + ) 10 min (0.466 mg/ml) fue mezclado con canti 
dades crecientes de RNA(+) Cm 12 min (o) o RNA(+) 28 min (a ).
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el RNA(+) Cm 12 min compite un 40% de la marca, el RNA(+) 7 
min un 74%, el RNA(+) 10 min un 75% y el RNA(+) 28 min es 
capaz de competir un 61% de la marca. Cuando al RNA(+) 10 
min le agregamos cantidades crecientes de RNA(+) Cm 12 min 
es capaz de competir un 23% de la marca no competida por el 
RNA(+) 10 min y cuando le adicionamos cantidades crecientes 
del RNA(+) 28 min éste compite con igual pendiente final 
que el RNA(+) 10 min, y del mismo orden que el RNA(+) 7 min. 
De estos resultados podemos inferir que todavía se están 
sintetizando RNAs de clases tempranas "e" y "em" y que no 
hay RNAs de clases tardías.
La ausencia de clase "1" se demostró por la menor 
competición de 28 min que 10 min y la carencia de RNAs de 
clase "n^l" Por una competición del mismo orden de los RNA 
(+) 10 min, RNA(+) 10 min + RNA(+) 28 min y el RNA(+) 7 min.
DISCUSION DE LOS RESULTADOS
Novobiocina, en dosis de 5 yg/ml, por inactivación de 
la DNA girasa, inhibe la síntesis de DNA de 8. ¿u b tíJU,6 168M
en un 99%. En esas condiciones la síntesis de RNA es escasa­
mente afectada durante los primeros 25 minutos p.i., pero a 
tiempos mayores parece frenarse. Este efecto podría ex­
plicarse si la RNA pol no fuese capaz de reconocer 
sus promotores en el DNA bacteriano gue hubiese perdido 
sus supergiros negativos . Recientemente Yang y col. (196) 
utilizando un sistema libre de células con transcripción-tra 
ducción acoplada observaron que ciertos genes eran dependien 
tes de un determinado estado conformacional, superenrollado 
negativamente, del DNA. Además, hechos similares han sido
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observados en células eucariotes; Lescure y col. (82) han 
demostrado que Novo inhibe la transcripción por la RNA pol 
II de timo bovino o de germen de trigo.
En presencia de Novo, a tiempos tempranos, la sínte­
sis de proteínas no parece ser afectada pero sí lo es a 
tiempos mayores; este efecto se puede atribuir lógicamente 
a un menor monto de mRNAs o rRNAs.
Una vez analizados los efectos del antibiótico sobre 
B. ¿u b tíLU * 168M, se lo infectó con el bacteriófago silves­
tre SP01(+). Cuando medimos la síntesis de DNA viral en pre 
sencia del antibiótico, observamos que la misma dosis que 
inhibe la replicación bacteriana lo hace también sobre la 
viral. El agregado de Novo sólo afecta parcialmente la sín­
tesis de RNA total (40%) durante los primeros 35 minutos 
p.i.. La síntesis de proteínas es escasamente afectada du­
rante los primeros 15 minutos p.i. para inhibirla hasta un 
60% a tiempos mayores. Este efecto lo podemos atribuir a 
que la síntesis de proteínas bacterianas está normalmente 
frenada por el fago y la viral lo está a causa del acople 
replicación-transcripción ya que en presencia de Novo no 
hay replicación ni transcripción viral tardía.
Aunque se ha prestado principal atención a los cam­
bios conformacionales de los DNAs circulares, tanto en re­
plicación como en transcripción, los DNAs lineales (SPOl), 
tal como habíamos supuesto, también requieren una DNA topo- 
isomerasa II activa. Como en los DNAs circulares, la rota­
ción de los DNAs lineales dentro de la célula debe encontrar 
se restringida. Por ello, en estos últimos el mantenimiento 
de un DNA superenrollado negativamente puede ser funcional­
mente significativo. Ha sido descripto que el bacteriófago
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T7, de E. c o t í, es incapaz de sintetizar su DNA (lineal) en
presencia de Cou (estrechamente relacionado con Novo) (66).
Al analizar el nivel de transcripción viral en presencia de
Novo observamos que se hallaba alterado y disminuido. Este
hecho nos indujo a querer establecer la calidad de los 
3HRNAs transcriptos.
En la Tabla 4 se pueden observar claras diferencias 
con respecto al programa de transcripción viral del fago 
silvestre, en ausencia de Novo. La primera es que la presen 
cia de RNAs tempranos es aún significativa a tiempos tar­
díos. Se podría suponer que la transcripción de los RNAs 
tempranos cesara a causa del cambio conformacional que su­
fre el DNA por la acción de la SP01 topoisomerasa. La inhi­
bición de la acción de esta enzima por Novo impediría el 
superenrollado negativo del DNA y por consiguiente su capa­
cidad para producir el bloqueo de las clases tempranas.
La configuración relajada del DNA que resultaría de 
la carencia de actividad de la enzima podría resultar en:
a) El mantenimiento de la capacidad de la RNA pol bacteria­
na para reconocer los promotores tempranos.
b) La imposibilidad de que se sinteticen algunos mRNAs que 
codifiquen para factores de bloqueo de las clases tempra 
ñas.
c) La falta de reconocimiento por rho u otro factor similar 
de los sitios de atenuación .
La hipótesis (a) implicaría la existencia de promoto 
res cuyas cualidades para su reconocimiento por la DNA pol 
dependen del estado de superenrollamiento del DNA. Al res­
pecto Sanzey (149) ha observado, en E. c o t í , ' que ciertos pro 
motores son transcriptos en presencia de una DNA girasa
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Tabla 4
3
HRNAs Clases de RNAs
Tiempo de marcación Tempranas Medias Tardías
(min. p.i.) (%) (%) (%)
** ** **
5 - 7 48 52 0
★
4 - 6 80 20 0
8 - 1 0 38 45 17
*
11 - 13 55 45 0
15 - 17 0 43 57
★
16 - 18 45 55 0
25 - 27 0 36 64
*
26 - 28 30 70 0
* 3HRNAs obtenidos tras el agregado de 5 yg/ml de Novo 
a los 2 minutos p.i.
★ *
Los porcentajes fueron estimados de los experimentos 
de hibridización-competición.
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inactiva mientras que otros no lo son. Se ha demostrado la 
necesidad de la acción de la DNA girasa para la transcrip­
ción en PM2 (137, 138), en el fago N4 y en el micobacterio 
fago 13 (104).
La hipótesis (b) resulta improbable por las siguien 
tes observaciones: el gen/es responsable/es del freno de 
estas dos clases tempranas debe ser transcripto como un 
mRNA temprano, al menos para la clase "e", o temprano-medio 
para "em". Teniendo en cuenta que se produce síntesis de 
RNAs tempranos y medios los mensajeros para estos bloquea- 
dores debieran poseer peopiedades especiales que no les 
permitieran su síntesis en presencia de Novo.
Con respecto a la hipótesis (c) en SPOl-B. ¿u b £ ¿¿¿6 se 
desconocen los controles tanto de la terminación como de la 
atenuación de la transcripción viral. Se ha demostrado que 
ciertas moléculas de RNA se unen al atenuador del operón 
triptofano de E. c o t í, y a sitios en el genoma de T7 y Lamb- 
da (4) formando un globo o "loop" que impediría que la trans 
cripción progrese. Al estar el DNA relajado, por la presen­
cia de Novo, estas moléculas no reconocerían al atenuador y 
la transcripción se podría llevar a cabo.
La hipótesis (a) resulta más atrayente por ser la 
más económica pero no tenemos evidencias para descartar a 
la hipótesis (c) .
Los RNAs de las clases medias no parecen ser afecta­
dos, y además el freno de los RNAs de la clase "m" parece 
llevarse a cabo normalmente. Ya entre los 26-18 minutos p.i. 
en presencia de Novo parece no haber especies "m" porque a 
ese tiempo tanto los RNA(+) 7 min, RNA(+) 10 min y RNA(+)
10 min + RNA(+) 28 min compiten con la misma pendiente final.
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En estas condiciones se nos presenta la duda sobre quién 
es el responsable del cese de esta calse de RNAs, ya que 
en estas condiciones, presencia de Novo, no existe replica 
ción ni transcripción viral tardía, eventos éstos a los 
cuales se les atribuía la función de bloqueo. Sin embargo, 
podemos suponer que gp33-gp34 han sido transcriptos y que 
éstos al modificar a la RNA pol, por sí mismos, pueden fre 
nar la síntesis de los mRNAs de la clase "m".
Al inhibir a la SP01 topoisomerasa no se observa 
transcripción viral tardía ("n^l" y "1"). Este efecto pue­
de ser atribuido ya sea a la ausencia de replicación o co­
mo en la propuesta (a) a la necesidad de supergiros negat_i 
vos del DNA para el reconocimiento de promotores tardíos.
Con respecto a la primera hipótesis diversos autores 
han presentado evidencias sobre el acople entre la replica­
ción y la transcripción viral tardía (38, 151). En el próxi^  
mo capítulo el nombrado acople será tratado más en detalle. 
Por las evidencias que poseemos no podemos descartar una ac 
ción directa del cambio en el estado de superenrollamiento 
sobre la transcripción viral tardía. Recientemente De Wyn- 
gaert y Hinkle (27) en el bacteriófago T7 han demostrado 
(hecho compartido por ambas hipótesis) que la replicación y 
la transcripción viral tardía se encuentran inhibidas cuan­
do la DNA girasa es inactiva.
En resumen, considerando en conjunto los resultados 
presentados en este capítulo proponemos que sería necesario 
un cierto estado topológico para bloquear a la síntesis de 
los RNAs transcriptos por la RNA pol bacteriana, que los 
RNAs de las clases medias o son transcriptos de dominios 
que permanecen superenrollados (70a), o que los RNAs
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transcriptos por la RNA pol modificada por el gp28 son in­
dependientes de la estructura terciaria del DNA y por últi_ 
mo que se requiere un DNA enrollado negativamente y una ac 
tiva síntesis de DNA para que la RNA pol modificada por 
los gp33 y gp34 pueda reconocer a los promotores tardíos.
C A P I T U L O III
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I,  ESTUDIOS DE TRANSCRIPCION VIRAL TARDIA EN MUTANTES DEFICIENTES 
EN REPLICACION
a) CARACTERIZACION GENETICA DE LOS MUTANTES DEFICIENTES EN 
REPLICACION
Los mutantes letales condicionales de tipo supre- 
sible del bacteriófago SPOl han sido agrupados inicialmen 
te por ensayos de complementación en 36 cistrones (115).
Se ha confeccionado un mapa genético, lineal, mediante 
cruzas de dos y tres puntos y en él se han ubicado 34 de 
los cistrones. Los mutantes de los dos cistrones restan­
tes presentaban frecuencias de recombinación muy altas 
con cualquiera de los representantes de los otros cistro­
nes, hecho por el cual fueron ubicados en ambos extremos 
del mapa, recientemente descripto como redundante (57,
123) .
Los mutantes representantes de los cistrones 21 a 
23 y 27 a 32 son deficientes en replicación (DO). Es un 
hecho frecuente en diversos bacteriófagos que cistrones 
con un mismo fenotipo estén ubicados en una zona discreta 
del mapa.
Utilizando endonucleasas de restricción, Eco Rl u 
otras, se fragmentó al DNA y por un lado se buscaron los 
posibles promotores y sus productos, y por otro lado los 
fragmentos obtenidos se hibridizaron a mRNAs conocidos. A 
través de esas técnicas, Chem y col. (24) observaron que 
los cistrones 20 a 28 se hallaban entre las posiciones 84 
a 91 Kpb, y que los cistrones 27 y 28 estaban localizados 
entre las posiciones 89 a 91 Kpb (25). No se ha precisado
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aún con exactitud la posición de los cistrones 29 a 32 en el 
mapa físico (46) si bien se puede imaginar la posición de al_ 
guno de ellos.
Complementación en medio sólido
Las complementaciones se llevaron a cabo, según Mate­
riales y Métodos, sobre bacterias no supresoras (Su cepa 
168M) empleando a representantes en los diferentes cistrones 
DO.
Para contar con controles adecuados complementamos, 
en las condiciones antes indicadas, a mutantes pertenecien­
tes a un mismo cistrón (control negativo) y a mutantes en 
cistrones diferentes. Además, cada uno fue controlado en for 
ma individual en condiciones permisivas (Su+).
Los resultados obtenidos con los controles fueron los 
esperados (115). Las complementaciones entre mutantes del 
mismo cistrón fueron negativas, mientras que las realizadas 
entre mutantes de distintos cistrones fueron positivas. Es 
decir que los mutantes en un mismo cistrón son incapaces de 
desarrollar sobre una cepa no supresora (y sí lo hacen sobre 
la supresora) y los mutantes en cistrones diferentes cuando 
coinfectan a una bacteria Su sus funciones se complementan 
y dan progenie.
b) CARACTERIZACION FENOTIPICA
Síntesis de DNA en 8. infectado con el bacteriófago
silvestre o mutantes DO
I.a síntesis acumulativa de DNA en B. ' ¿mbtÁJLUi 168M (Su ) 
infectado con SP01(+) o distintos mutantes DO se midió por la
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incorporación de adenina tritiada en material álcali estable 
precipitable por TCA. Las muestras se procesaron según Mate­
riales y Métodos.
Como se puede observar en la Figura 14 , y en coinci­
dencia con lo mostrado en los capítulos anteriores, el bacte 
riofago silvestre presenta una activa acumulación de marca 
después de los 10 minutos p.i., hecho no observado en los mu 
tantes. Si lo analizamos a tiempos mayores (30 minutos p.i.), 
observamos que los DO no llegan a incorporar más de un 5% de 
la radioactividad incorporada por el silvestre a ese mismo 
tiempo.
Los mutantes representantes de los cistrones 21, 22, 
23 y 29, parecerían ser incapaces de iniciar la replicación, 
aunque en el sistema B. ¿u b tílÁ ,ó-SPOl se desconoce si las pro­
teínas iniciadoras son o no codificadas por el fago. Con res 
pecto a los cistrones 23 y 29, su no incorporación inicial 
se debería a que éstos están involucrados en la biosíntesis 
de 5-hidroximetiluracilo y la degradación de timina respecti 
vamente, y supuestamente sin ellos no podría ser sintetizado ni 
el cebador. De los cistrones 21 y 22 es poco lo que se cono­
ce; el primero también estaría involucrado en la iniciación, 
pero el segundo intervendría en la elongación (55). De este 
último, como ya hemos dicho, se han descripto tres proteínas 
diferentes (136). En todos los casos, en los que se analizó 
el acople del gen 22, se ha trabajado con un solo mutante, 
hecho éste que hace difícil el arribar a una conclusión.
Síntesis de RNA total en B, ¿ubtÁJUA infectado con SPQ1 silves 
tre o con mutantes DO
La síntesis de RNA total en B. ¿ubtÁJÍÁJi 168M infectado
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Figura 14
Síntesis de DNA en B. ¿ubtJJLU infectado con SP01 ( + ) o con mutan 
tes DO
Medida de la incorporación de adenina tritiada (6 yCi/ml 
y 17 yg/ml) agregada 1 minuto post-infección.
Las muestras fueron procesadas según Materiales y Métodos. 
El porcentaje de bacterias no infectadas fue de aproximada
mente 0.2%.
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con SP01 silvestre o con mutantes DO se midió por la incor­
poración de adenina tritiada en material álcali lábil preci^  
pitable por TCA. Las muestras se procesaron según Materiales 
y Métodos.
En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos, 
como el porcentaje de la marca acumulada en el silvestre y 
en el mutante DO, a dos tiempos (10 y 25 minutos p.i.), a 
los cuales se les resta un tiempo inicial (5 minutos p.i.), 
ya que este primer valor medido puede incluir transcripción 
bacteriana.
La síntesis de RNA total en algunos casos fue mayor, 
y en otros menor que lo observado en el silvestre.
Nivel de transcripción viral
Para estudiar la producción de RNAs codificados por 
el bacteriófago silvestre o los mutantes DO determinamos la
3
fracción de radioactividad ( HRNAs) que hibridiza a DNA de 
SPOl a distintos tiempos después de la infección. Para ello 
preparamos, tal como se indica en Materiales y Métodos, RNAs 
marcados por pulsos de 2 a 3 minutos con uridina tritiada.
En la Tabla 6, columna A, se observa que entre los 4 
a 7 minutos p.i. el fago silvestre transcribe un 34% del RNA 
total sintetizado a ese tiempo. Los dos mutantes analizados 
del cistrón 29 que, como vimos en la Tabla 5, presentaban 
una baja proporción de RNA total, presentan un alto nivel de 
transcripción viral, del mismo orden que el silvestre. Pode­
mos decir que la ausencia de su gp29 activo podría producir 
un mayor bloqueo que en el silvestre sobre la síntesis de 
RNA bacteriano, quizás por acumulación de algún producto res 
ponsable de tal freno, aunque aún tal función no ha sido
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Síntesis de RNA total en bacterias infectadas con SP01 sil­
vestre o con diferentes mutantes DO.
Tabla 5
Mutante Gen
Síntesis de RNA total %
10 min p.i. 25 min p.i.
SPOl silvestre - 100 100
039 21 120 119
F30 22 62 85
05 23 108 111
HA20 27 119 150
F21 28 88 79
F13 29 35 47
F26 30 112 87
HA32 31 119 95
F38 32 106 103
Se infectó un cultivo de B. ¿ubtÁJbi6 (m.i. 10) con el
3
bacteriófago en cuestión y se agregó HAde (6 yCi/ml y 17 
yg/ml) a los 2 minutos post-infección.
Los resultados se expresan como el porcentaje de ra­
dioactividad incorporada a tiempos 10 minutos p.i. y 25 mi­
nutos p.i., menos la incorporación a 5 minutos, en material 
álcali lábil precipitable por ácido, con respecto al culti­
vo infectado con SPOl silvestre.
La radioactividad incorporada por el bacteriófago sil 
vestre a los 5 minutos p.i. fue de 980 cpm, a los 10 minutos 
p.i. 1580 cpm y a los 25 minutos p.i. 2450 cpm. Con respecto 
a lo incorporado por los mutantes a los 5 minutos p.i. fue 
de: 039: 781 cpm; F30: 885 cpm; 05: 1132 cpm; HA20: 2348 cpm 
F21: 1733 cpm; F13: 987 cpm; F26: 1981 cpm; HA32: 1780 cpm y
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descripta.
Con excepción del mutante del cistrón 27, que presen­
ta un nivel de transcripción muy bajo, el resto de los mutan 
tes presentan un nivel de transcripción entre un 30 a un 75% 
de lo observado en el silvestre (Tabla 6, columna D).
3
Cuando hibridizamos a DNA los HRNAs 25-28 min (Tabla 
6, columna B) observamos que el bacteriófago silvestre pre­
senta un nivel del orden descripto en bibliografía (42). Los 
mutantes representantes de los cistrones 27 y 28 presentaron 
un nivel de transcripción viral tardío, 100 veces menor que 
el silvestre. El producto del cistrón 28 (gp28), como ya he­
mos dicho, es el responsable de modificar a la RNA polimera- 
sa bacteriana para transcribir los RNAs virales de clases me 
dias (29, 30, 121, 122, 81). Pero del gp27 es poco lo que se 
conoce. Más adelante, un mutante en este cistrón será anali­
zado en detalle.
El mutante 05, representante del cistrón 23, presentó 
un nivel de transcripción casi 20 veces menor que el silves­
tre. A tiempos tardíos, el resto de los mutantes presentaron 
un nivel de transcripción viral entre 5 a 10 veces menor que 
el bacteriófago silvestre a esos mismos tiempos. De los mu­
tantes DO podemos decir que, si bien con distinto grado, al­
gunos de sus RNAs transcriptos a tiempos tardíos no se expre 
san, o la totalidad lo hacen en escaso grado.
En la columna C de la Tabla 6 se puede apreciar que 
la relación transcripción viral tardía sobre transcripción 
temprana es menor en todos los mutantes con respecto al sil­
vestre. Esto nos indica que el nivel de transcripción viral 
temprana no es mantenido por los mutantes á tiempos tardíos. 
La disminución observada es extrema en el mutante F21
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(representante del cistrón 28), tal como se ha indicado en 
bibliografía (38).
En la Tabla 6, columna E, se observa que los mutantes 
presentan un nivel de transcripción viral aproximadamente 10 
veces menor que el presentado por el silvestre. De éstos, 
los mutantes del cistrón 29 presentan una relación algo ma­
yor. Quizás esto se deba a un remanente del alto nivel obser 
vado a tiempos tempranos.
Programa de transcripción viral 
3
Los HRNAs de los experimentos anteriores fueron ana­
lizados por ensayos de hibridización-competición. Se utiliza 
ron los siguientes RNAs competidores: RNA(+) Cm 12 min, RNA 
(+) 7 min, RNA(+) 10 min y RNA( + ) 28 min (para la composi­
ción de estos RNAs, ver Introducción, Cuadro 1).
3
Al HRNA 4-7 min p.i., llamado aquí temprano, lo com-
3
petimos con el RNA(+) Cm 12 min y RNA(+) 7 min, y al HRNA 
25-28 min con RNA(+) 10 min y RNA(+) 28 min.
Analizando los ensayos de hibridización-competición
3
del HRNA del fago silvestre (Figura 15 ) se observa que el 
RNA(+) Cm 12 min es capaz de competir un 32% de la marca. 
Como ya dijimos en el capítulo anterior, ésta es una competi_ 
ción máxima estimada y se obtiene extrapolando (a concentra­
ción cero del RNA competidor) la pendiente final de la curva 
de hibridización-competición obtenida a altas concentracio­
nes del RNA competidor.
Cuando se lo compite con el RNA(+) 7 min se observa 
que éste es un buen competidor, o sea que ya a ese tiempo se 
frenó la síntesis de los RNAs de la clase temprana "e".
En la Figura 15 se presentan las curvas de hibridización
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Figura 15
RNA competidor (mg/ml)
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Figura 15 
(Continuación)
3
Hibridización-competición de los HRNAs 4-7 min p.i. del 
bacteriófago silvestre o de los mutantes DO. Estos RNAs 
marcados (0.1-0.2 yg/ml) fueron hibridizados a DNA de SPOl 
(+)(12 yg/ml) según Materiales y Métodos.
Los RNAs competidores usados fueron RNA(+) Cm 12 min (®) y 
RNA(+) 7 min (x).
Bacteriófago Blanco en ausencia 
de DNA (cpn)
RNA por tubo 
(cpm)
Fracción de radio 
actividad que hi- 
bridiza a DNA (%)
Silvestre 8 1839 34.8
039 7 6879 12
F30 13 7940 16.5
05 18 12168 10.4
F21 26 7784 11.7
F13 14 6306 54.3
HA21 26 8276 29.9
F26 16 5418 24.3
HA32 17 9839 12.4
F38 18 7651 7.3
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competición de los distintos mutantes DO a tiempos tempranos. 
Como ya se expresó anteriormente, al mutante HA20 (represen­
tante del cistrón 27) se lo analizará posteriormente en más 
detalle.
3
Si analizamos al HRNA 25-28 min p.i. del bacteriófa­
go silvestre (Figura 16) competido con el RNA(+) 10 min, se 
observa que éste es capaz de competir un 44% de la marca y 
el RNA(+) 28 min compite un 89% de la marca. O sea que a es­
te tiempo se estarían transcribiendo sólo las clases "m^l", 
"n^l" y "1". Esto es coincidente con lo observado en biblio­
grafía (42, 43). En la Figura 16 se presentan las curvas de 
hibridización-competición de los distintos mutantes DO. Para 
un mejor y más fluido análisis de los resultados de los expe 
rimentos arriba presentados, los dividimos en cuatro grupos
(Tabla 7) de acuerdo al RNA competidor usado.
3
Los HRNA 4-7 min de los mutantes ensayados, al usar 
al RNA(+) Cm 12 min, se pueden agrupar en: los que son compe 
tidos de manera similar, o algo más, que el silvestre (repre 
sentantes de los cistrones 21, 22, 23, 29 y 32) y los que 
son competidos casi el doble que el silvestre (representan­
tes de los cistrones 28, 30 y 31).
3
Analizando los HRNAs anteriores, al usar al RNA(+) 7 
min como competidor, en todos los casos, se observa que éste 
compite más que el RNA(+) Cm 12 min. En el fago silvestre 
tal aumento de competición se atribuye al cese de la sínte­
sis de los RNAs de la clase "e" y al comienzo de la síntesis 
de las clases medias. En los mutantes defectivos en replica- 
ción podríamos decir que el cese de la clase "e" ocurre nor­
malmente. Al menos hay fuertes evidencias en dos de los mu­
tantes descriptos (5, 115). Aunque, como ya dijimos, este 
efecto puede ser tan solo atribuible al comienzo de la
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Figura 16 
(Continuación)
3
Hibridización-competición de los HRNAs 25-28 min p.i. del 
bacteriófago silvestre o de los mutantes DO. Estos RNAs 
marcados (0.1-0.2 yg/ml) fueron hibridizados a DNA de SPOl 
(+) (12 yg/ml) según Materiales y Métodos.
Los RNAs competidores usados fueron RNA(+) 10 min ( a ) y 
RNA( + ) 28 min ( ¿ ) .
Bacteriófago Blanco en ausencia de DNA (cpm)
RNA por tubo 
(cpm)
Fracción de radio 
actividad que hi- 
bridiza a DMA (%)
Silvestre 24 3779 44.7
039 24 7802 3.8
F30 20 8388 3.3
05 13 7624 1.8
F21 15 8312 0.4
F13 18 6426 9.4
HA21 29 6887 5.1
F26 15 10414 u> • 00
HA32 14 4628 1.8
F38 13 6342 2.1
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Hibridización-competición de los HRNAs 4-7 min y 25-28 min 
p.i. con distintos RNAs competidores
Tabla 7
3
Fago
3HRNA 4 - 7 min p.i.
3
HRNA 25 - 28 min p.i.
RNA(+) Qn 12 min FNA(+) 7 min KNA(+) 10 min ENA(+) 28 min
* * * *
silvestre 32 76 44 84
039 47 74 59 80
F30 42 83 58 66 1
05 54 77 65 57
HA20 76 97 86 78
F21 76 82 98 54
F13 41 68 54 73
HA21 39 83 67 57
F26 59 81 76 74
HA32 65 82 54 74
F38 49 77 51 61
★
Porcentaje de competición determinado extrapolando (a concen­
tración cero del competidor) la pendiente final de la curva 
de competición obtenida a altas concentraciones del RNA com­
petidor.
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síntesis de los RNAs de las clases "m" y "m^l".
3
El análisis de los HRNAs competidos por el RNA(+)
10 min indica que en todos los casos hay una mayor competi­
ción que en el silvestre, pudiéndolos dividir en los que 
son competidos un poco más que el silvestre (representantes 
de los cistrones 21 a 23, 29, 31 y 32) y los que presentan 
una competición próxima al doble (mutantes de los cistrones 
28 y 30).
Cuando utilizamos al RNA(+) 28 min como competidor 
observamos dos grupos: el primero formado por los mutantes 
que presentan un porcentaje próximo al silvestre y mayor 
que el del RNA(+) 10 min, formado por los representantes de 
los cistrones 21 y 31, y el segundo formado por aquéllos 
que presentan un porcentaje menor o igual que el silvestre 
pero del mismo orden que el RNA(+) 10 min, los mutantes re­
presentantes de los cistrones 22, 23, 28, 29, 30 y 32.
DISCUSION DE LOS RESULTADOS
De acuerdo a los resultados obtenidos por ensayos de 
complementación podemos decir que los mutantes analizados 
presentaron mutaciones supresibles en cistrones independien 
tes. Por experimentos de incorporación de precursores radio 
activos fueron deficientes en síntesis de DNA; Adanás las bac 
teriofagos infectados eran capaces de mantener una activa 
síntesis de RNA total.
Los niveles de transcripción viral a tiempos tempra­
nos fueron de alrededor de un 30% con respecto a lo observa 
do en el silvestre con excepción de los mutantes del cistrón 
29, donde observamos un nivel, de RNAs transcriptos, igual o
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mayor que el silvestre. Estos mutantes, por algún mecanismo 
no bien conocido, producen una mayor represión sobre los 
RNAs transcriptos por la célula huésped, ya que como podemos 
observar en la Tabla 5 hay una menor incorporación de marca 
en RNA total y un incremento en el nivel de transcripción 
por el bacteriófago.
Si observamos los niveles de transcripción a tiempos 
tardíos podemos decir que todos los mutantes analizados pre­
sentaron una muy escasa síntesis de RNAs, 10 veces menos 
que el silvestre, o, como en el caso de los mutantes de los 
cistrones 27 y 28, 100 veces menos.
En la Tabla 6, columna E, se puede observar que con 
excepción del mutante F13 (representante del cistrón 29), 
cuyo gen codifica a la enzima dUMP hidroximetilasa, que pre­
sentó un porcentaje entre el 12 al 19%, el resto de los mu­
tantes presentaron un nivel de transcripción viral, con res­
pecto al silvestre, deprimido más de 10 veces. Aunque mutan­
tes en el cistrón (29), al igual que el gp42 de T4 (codifica 
para la CMP hidroximetilasa) podrían tener más de un rol (175 
53). Quizás esta diferencia pueda ser sólo atribuida a que 
aún a tiempos tardíos, por un desfasaje temporal, existiesen 
RNAs residuales de las clases medias.
Para dilucidar este interrogante se analizó al mutan­
te HA21, representante del mismo cistrón, y en éste esas di­
ferencias con el resto de los mutantes parecerían no existir
De los resultados analizados podemos decir que en au­
sencia de replicación el nivel de transcripción viral tardía 
es muy bajo, efecto éste que atribuimos a la existencia de 
acople entre la replicación y la transcripción viral tardía.
Analizando los experimentos de hibridización-
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competición podemos observar que hay mutantes que comparten 
grupos comunes, como los mutantes representantes de los cis- 
trones 21, 22, 23, 29 y 32, con respecto a los competidores 
RNA( + ) Cm 12 min, RNA(+) 7 min y RNA(+) 10 min. Estos presen 
tan porcentajes de competición próximos a los que presenta 
el silvestre.
El otro grupo común está formado por los mutantes de 
los cistrones 28 y 30, también con respecto a los mismos 
RNAs competidores, pero éstos presentan un porcentaje del do 
ble o próximo a él, con respecto al porcentaje presentado 
por el silvestre. En otras palabras, los representantes del 
primer grupo parecerían presentar, si bien en una cantidad 
de masa menor, cualitativamente todas las clases de RNAs que 
presenta el silvestre a tiempos tempranos y medios, y éstas 
frenarían su síntesis"al mismo tiempo" que el silvestre. Si 
bien en todos ellos parecería haber una mayor cantidad de 
RNAs de clases tempranas.
Con respecto al segundo grupo podríamos decir que en 
estos mutantes existe una mayor transcripción de los RNAs de 
las clases tempranas, o simplemente un mayor porcentaje al­
ternativamente de uno u otro según el ciclo viral.
Del mutante del cistrón 28 (F21) , del cual se conoce 
su función, podemos decir que la alta competición por el RNA 
(+) Cm 12 min fue debida al no inicio de la síntesis de los 
RNAs de las clases medias y la mayor competición del RNA(+)
7 min fue atribuida al freno de la síntesis de la clase "e". 
En otras palabras el mutante F21 entre los 4 a 7 min p.i. 
sólo transcribe RNAs de la clase "em".
Del mutante del cistrón 30 es poco lo que se conoce, 
pero con estos resultados podemos decir que tendríamos una
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mayor transcripción de RNAs tempranos, posiblemente un nivel 
de medios "normal" y ausencia de RNAs tardíos. Por nuestro 
diseño experimental no podemos saber si este mutante presen­
ta el bloqueo de las clases tempranas o no, ni afirmar si el 
nivel de RNAs medios es normal.
Hay dos mutantes que podrían ponerse dentro de este
grupo, pero sus efectos no son tan claros: son el mutante
HA21, representante del cistrón 29, y el mutante del cistrón
31. Cuando analizamos los ensayos de hibridización-competi- 
3
ción de los HRNAs 25-28 min, y en especial al usar al RNA(+) 
28 min como competidor observamos dos grupos, los que presen 
tan proporciones similares al silvestre (los mutantes en los 
cistrones 21, un representante del cistrón 29, F13 y 31) y 
el resto de los mutantes por otro lado, con un porcentaje me 
ñor que SP01(+) y del mismo orden que el RNA( + ) 10 min.
Del mutante en el cistrón 21 podemos decir que por 
experimentos de hibridización-competición no existen diferen 
cias porcentuales con respecto a los observados con el sil­
vestre pero el mutante tan solo está transcribiendo un 10% 
de los RNAs transcriptos por el silvestre a tiempos tardíos. 
Glassberg y col. (55), han descripto que éste estaría direc­
tamente involucrado en la iniciación. Quizás en este mutante 
el acople replicación-transcripción se encuentre relajado.
De los dos mutantes que restan, F13 y HA32, ha sido 
demostrado (5) que, a tiempos tardíos, no transcribían a los 
RNAs de la clase "n^l" Y sí 1° hacían con la "1". Nosotros 
con el HA21, otro mutante representante del mismo cistrón 
que F13, demostramos que éste no transcribía RNAs de las cía 
ses tardías. En otras palabras, con respecto al cistrón 29, 
que el acople no sea claro es un efecto atribuible al mutante
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pero en HA32,representante del cistrón 31, quizás se encuentren 
relajados algunos mRNAs pertenecientes a la clase "1".
El resto de los mutantes presenta un mayor o casi i- 
gual porcentaje de competición del RNA(+) 10 min con respecto 
al RNA(+) 28 min. Este hecho nos permite decir que al menos 
no hay transcripción de los RNAs de la clase "1", ya que, por 
nuestro diseño experimental, no podemos hacerlo extensivo a 
la clase "n^l". Aunque, con los conocimientos actuales, cono­
cer este último punto sería más una curiosidad que una necesi 
dad científica porque el acople queda demostrado por la ausen 
cia de los RNAs de la clase "1".
Dentro de este grupo tenemos a los mutantes en los ciss 
trones 22, 23, 28, 29 (HA21), 30 y 32. De estos mutantes se 
sabe que gp23 codifica a dCMP deaminasa (155), enzima involu­
crada en la biosíntesis de hmU, que gp28 codifica una proteí­
na reguladora de la transcripción de los RNAs de las clases 
medias, y que gp29 codifica, como ya hemos dicho, una enzima 
capaz de hidroximetilar al uracilo. De la función codificada 
por el cistrón 30 es poco lo que se conoce, al igual que de 
los gp22 y 32. Del primero podemos decir que se encuentra sub 
dividido en tres; por otro lado es concebible pensar que el 
mutante F26 pueda presentar un efecto polar. Además, Reeve ha 
demostrado que al menos dos de los mutantes descriptos para 
el mismo cistrón codifican polipéptidos de distinto peso mo­
lecular (136). De los mutantes en los cistrones 22 y 32 pode­
mos decir que el primero estaría involucrado en la elongación 
y el gp32 intervendría en la iniciación y también en la terimi 
nación.
Nuestros resultados son, con respectó al cistrón 22, 
coincidentes con los de Fujita y col. (38) ya que ellos
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también observaron ausencia de transcripción tardía.
Estos hechos nos permiten afirmar la relación directa 
entre la ausencia de síntesis de DNA y la escasa o nula sín­
tesis de RNAs de clases tardías.
En otros sistemas, bacteriófago T4-E. co L í, se ha de­
mostrado que en ausencia de replicación no se transcriben o 
lo hacen en muy pequeña escala los RNAs virales tardíos (11, 
12, 140, 141). La síntesis de mRNAs tardíos, en T4, requiere 
un DNA temple competente y ese estado de competencia "inesta 
ble" estaría dado por la continua replicación (140) . Ahora 
bien, cuando los gp30 (DNA ligasa) y gp46 (exonucleasa) son 
inactivos el modelo de "competencia" se mantiene y por ende 
hay transcripción tardía. En otras palabras, en ausencia de 
síntesis de DNA y de los gp30 y gp46 no existe acople entre 
la replicación y la transcripción viral tardía (141).
Es poco lo que se conoce en bibliografía sobre el acó 
pie replicación transcripción viral tardía en el bacteriófa­
go SPOl, pero parecería que la intensidad del acople varía 
de un gen a otro. Además, no es tan simple su análisis. Por 
ejemplo, Sarachu y col. han observado que en condiciones de 
síntesis de DNA inhibida la transcripción viral residual, a 
tiempos tardíos,.es incrementada por un aumento dé la multi­
plicidad de infección (151) .
Stewart y col. (162) han demostrado que un mutante de 
fectivo en replicación del bacteriófago SP82, estrechamente 
relacionado con SPOl (123) , en condiciones de síntesis de 
DNA inhibida, es capaz de sintetizar un 25% con respecto al 
silvestre, de una proteína antigénica de cubierta y lisozima 
(162). Ahora bien, no fue claramente establecido si esta pro 
teína antigénica fuese transcripta tardíamente, aunque quizás
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este efecto pueda llegar a deberse a un problema en el dosa- 
je de los genes.
Fujita y col. (38) usando algunos mutantes de SP01, 
deficientes en replicación, hallaron en un mutante del cis- 
trón 22 una selectiva inhibición de la clase "1", no así de 
la "n^l". Por un camino totalmente independiente, Talkington 
y Pero (169) por análisis de Southern (164), no hallaron en 
otro mutante del mismo cistrón tal diferencia. Ahora bien, 
si las dos clases de RNAs ("n^l" y "l") son transcriptas por 
la misma enzima, no está claro la selectividad del acople, 
tal cual lo describieron Fujita y col. (38). Heinz y Shub 
(61) han hallado (en un mutante DO) dos de las proteínas co­
rrespondientes a las postuladas clases tardías. Esas apare­
cen después que otras proteínas tardías, pero en este DO el 
grado de síntesis de estas otras proteínas se halla disminuí^ 
do (61). Por otro lado, Parker (119) ha descripto que en con 
diciones de replicación inhibida la síntesis de proteínas e£3 
tructurales está muy disminuida y casi no se ensamblan virio 
nes. Como se puede deducir de lo presentado, la información 
al respecto es incompleta y algo contradictoria, pero aún 
así si en nuestro diseño existiera transcripción viral tar­
día, en ausencia de replicación, ésta sería muy escasa.
No es tan simple poder dilucidar este interrogante ya 
que no es posible transcribir y traducir "in vitro" algunos 
genes usando DNA de mutantes, porque éstos presentan un patrón 
bastante parecido al silvestre (154); ni tampoco analizar las 
proteínas producidas "in vivo" en B. ¿ a b t i t L6 infectado con el 
silvestre o mutantes DO, ya que no hay suficiente freno ni de 
la síntesis de RNAs ni de proteínas de la célula huésped por 
el bacteriófago (120), aunque es posible reconocer algunas de
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las proteínas virales.
Quizás utilizando un sistema de células "anucleadas" 
minicells (135), transcribiendo y traduciendo "in vivo" pue 
dan llegar a dilucidarse los eventos tempranos. Pero como 
el sistema SP01 silvestre-minicells es incapaz de dar proge 
nie (134) nos hace pensar que los sistemas reguladores po­
drían estar relajados y además al no sintetizarse DNA en e- 
sas condiciones sería imposible intentar interpretar el acó 
pie replicación-transcripción viral tardía, ya que no ten­
dríamos un control positivo.
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I I .  ESTUDIOS DE TRANSCRIPCION VIRAL EN EL MUTANTE HA20
Como ya hemos expresado al comentar la Tabla 6, hay 
dos mutantes que se diferencian claramente del resto y son 
los representantes de los cistrones 27 y 28. De este último 
se conoce claramente cuál es su rol así que no redundaremos 
en mayores análisis (56, 6). Pero del mutante HA20 (único 
mutante supresible descripto representante del cistrón 27) 
es poco lo que se conoce. Es defectivo en replicación (115) 
y con defectos en su programa de transcripción viral tardía 
(46). Además, se conocen dos mutantes de temperatura sólo 
defectivos en transcripción (54, 55).
a) COMPLEMEN TACION
Anteriormente se habían presentado resultados de 
complementación en medio sólido; ahora bien, como los 
cistrones 27 y 28 se encuentran muy próximos en el mapa 
físico (25), son transcriptos a tiempos tempranos y sólo 
se ha encontrado, en esa zona, un promotor temprano, es 
de interés establecer el grado de polaridad que pudieran 
presentar. Para ello se hizo una complementación en me­
dio líquido del par de mutantes HA20 (cistrón 27) y F21 
(cistrón 28) con el objeto de cuantificar este efecto. 
Complementamos como se describe en Materiales y Métodos, 
al par HA20-F21 coinfectando a B. ¿ubt¿& ¿6 168M a m.i. 10 
e infectando a la misma cepa con cada uno de ellos a la 
misma m.i.. La complementación del par fue positiva, con 
un rendimiento de 7,8 fagos por centro infectado y los
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controles (mutantes por separado) no presentaron, tal como 
era esperado, producción de fagos; el rendimiento de éstos 
fue del orden del blanco experimental.
b) NIVEL DE TRANSCRIPCION
Para poder estudiar su programa de transcripción pre 
paramos RNAs marcados por pulsos con uracilo tritiado (como 
se indica en Materiales y Métodos) a distintos tiempos des­
pués de la infección, y determinamos la fracción de radioac
tividad que hibridiza a DNA de SP01. Como controles emplea- 
3
mos a los HRNAs del bacteriófago silvestre realizados en 
paralelo.
Como se observa en la Figura 17 (y como ya se ha mos­
trado) el nivel de transcripción viral del bacteriófago si]L 
vestre se incrementa rápidamente desde el primer minuto has 
ta el séptimo post-infección y luego decae, presentando un 
valle entre el octavo y el décimo minuto. Esta disminución es 
sólo temporaria, dado que a partir de dicho momento la pro­
ducción de RNAs aumenta hasta alcanzar un valor máximo, 42%. 
El mutante HA20, procesado en iguales condiciones, comienza 
a transcribir con niveles normales pero después de los 4 nú 
ñutos p.i. el nivel de transcripción decae bruscamente para 
llegar a niveles 100 veces menores que el silvestre a tiem­
pos tardíos. El mutante F21 presenta un patrón bastante si­
milar, pero su nivel comienza a caer después de los 7 minu­
tos .
Cuando analizamos el nivel de transcripción del par 
HA20-F21, éste parecería tener un patrón casi normal hasta 
los 8 minutos; a tiempos mayores no presentaba el valle
Fr
ac
ci
ón
 
de
 
ra
di
oa
ct
iv
id
ad
 
re
te
ni
da
 
po
r 
el
 
fi
lt
ro
 
en
Figura 17
Nivel de transcripción viral del bacteriófago silvestre, HA20, 
F21 y HA20-F21
Se midió la transcripción viral después de infectar a 168M con 
el fago en cuestión a m.i. 10 por hibridización a DNA de SPOl(+)
(17 yg/ml). Silvestre (-- ); HA20 (---); F21 ( ) y HA20-F21
(•••).
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pero producía un alto nivel de RNAs virales. Además, estos 
resultados reafirman lo observado por complementación.
c) PROGRAMA DE CLASES DE RNAs
Para estudiar la producción de RNAs codificados por
el mutante HA20 se realizaron una serie de experimentos de
hibridización-competición e hibridización-competición mez-
3
cía. Para tal análisis se emplearon los HRNAs de los expe­
rimentos anteriores, los cuales fueron competidos con RNA(+) 
Cm 12 min; RNA(+) 7 min; RNA( + ) 10 min y RNA( + ) 28 min (Ver 
Introducción, Cuadro 1).
De acuerdo con los datos obtenidos y graficados en
la Figura 18, podemos ver que entre los 2-4 min p.i. el RNA
(+) Cm 12 min es capaz de competir un 84% de la marca, mien
tras que el RNA(+) 7 min sólo compite un 45%. Entre los 4-7
min se invierte el porcentaje de competición y es mejor com
petidor el 7 min con un 96% de la marca y el RNA(+) Cm 12
3
min compite un 76% de la marca. El HRNA 15-17 min p.i. fue 
competido un 75% por el RNA(+) 10 min, mientras que lo fue 
escasamente por el RNA(+) 28 min (28%), y a tiempos tardíos, 
25-28 min p.i., sigue siendo mejor competidor el 10 min (86%) 
que el RNA(+) 28 min (78%).
De los resultados presentados hasta aquí podemos de­
cir que: podría haber sido bloqueada la síntesis de RNAs de 
clase "e" porque entre los 5-7 min compite el 7 min total­
mente a la marca y mejor que el RNA(+) Cm 12 min, si bien 
podría atribuir esta mayor competición tan sólo al inicio de 
la síntesis de las clases medias. Pero , recientemente ha 
sido descripto que este mutante frena su síntesis de RNAs
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Figura 18
C 0.5 1.0 1.5
RNA competidor (mg/ml)
Programa de transcripción viral del bacteriófago mutante HA20 2-4 
min p.i. (A); 4-7 min p.i. (B); 15-17 min p.i. (C) y 25-28 min p.i. 
(D). La hibridización-competición fue llevada a cabo según Materia­
les y Métodos. Los RNAs competidores usados fueron RNA(+) Cm 12 min 
(•); R N A (+) 7 min (*); RNA(+) 10 min (o) y R N A (+) 28 min (¿ ).
Tiempo de marcación 
(min p.i.)
Blanco en ausencia 
de DNA (cpn)
RNA por tubo 
(cpn)
Fracción de radio 
actividad que hi­
br idi za a DNA (%)
2 - 4 76 32516 7.1
4 - 7 21 6623 2 .1
15 - 17 50 10929 2.2
25 - 28 61 19839 0.43
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tempranos normalmente (46). La síntesis de RNAs de clase "1" 
no parece iniciarse, ya que tanto entre los 15-17 min y 25- 
28 min p.i. el RNA(+) 10 min compite mejor que el 28 min.
Si reanalizamos la Figura 17, podemos ver que después 
de los 4 minutos p.i. el nivel de transcripción es muy bajo, 
por ende, los RNAs transcriptos a tiempos medios serían muy 
escasos y las especies "n^l" y "1" no se sintetizarían aún a 
tiempos tardíos.
Por lo dicho anteriormente dos cosas nos quedarían 
por dilucidar: si cesa la síntesis de los RNAs de clase "em" 
y si se sintetizan aunque sea en pequeña proporción los RNAs 
de la clase "n^l", ya que como dijimos más arriba no se trans 
criben los RNAs de la clase "1".
Para dilucidar estas dos incógnitas fueron hechos ex­
perimentos de hibridización-competición mezcla.
Los RNAs competidores usados fueron: RNA(+) 7 min más 
el agregado de cantidades crecientes de RNA(+) 10 min, y RNA 
(+) 28 min más el agregado de cantidades crecientes de RNA(+) 
Cm 12 min (Ver Introducción, Cuadro 1).
Como se puede observar en la Figura 19A el control se 
comportó según lo esperado, o sea incremento de la competi­
ción en la mezcla RNA(+) 7 min + 10 min y ausencia de tal in 
cremento cuando al 28 min le mezclamos RNA(+) Cm 12 min.
3
Cuando analizamos al HRNA 15-18 min del mutante HA20 (Figu­
ra 19B) se observa una mayor competición por el RNA(+) 7 min 
que por el 28 min, reafirmando la ausencia de RNAs de clase 
"1" y cuando al RNA(+) 7 min se le agregó 10 min no se obser 
vó incremento en el porcentaje de competición, indicando que 
a la ausencia antes nombrada (clase "1") sé le suma la ausen 
cia de la clase "n^l" • Al analizar la hibridización-ocmpetición
122
Figura 19
RNA competidor (mg/ml)
3
Los HRNAs 15-17 min p.i. del fago silvestre (A) y 15-18 min 
p.i. del mutante HA20 (B) fueron hibridizados a DNA de SPOl 
(+) y competidos con los RNAs 7 min (*) y RNA(+) 28 min (A). 
Al RNA(+) 7 min (0.437 mg/ml) se le agregaron cantidades ere 
cientes de RNA(+) Cm 12 min (•) o RNA(+) 10 min (o).
Blanco en ausencia RNA por tubo Fracción de radio
Bacteriófago de DNA (cpm) (cpm) actividad que hi- 
bridiza a DNA (%)
Silvestre 21 1648 18.3
HA20 8 5911 1.8
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mezcla del RNA(+) 28 min + el agregado de RNA(+) Cm 12 min 
no se observó incremento de la competición tras la mezcla. 
Esto nos indicaría ausencia de clases tempranas tal como se 
observó en el silvestre.
Quedaría por dilucidar qué clase de RNAs se estaban 
sintetizando a ese tiempo que no puedan ser competidos por 
RNA(+) 28 min más el agregado de RNA(+) Cm 12 min.
Normalmente la síntesis de RNAs de la clase "m" es 
escasa (alrededor de un 10% y se frena a los 12 min p.i. 
junto a la clase "em") pero en este mutante no sólo parece 
haberse bloqueado sino que su control parece haberse relaja 
do. Los conocimientos de que se disponen son que ambas cla­
ses de RNAs "em" y "m" se bloquearían por un sistema general 
que sería el inicio de la síntesis de DNA (46). Según nues­
tros resultados podemos decir que "em" y "m" podrían ser blo 
queados por causas diferentes. Aunque no podemos descartar 
la hipótesis de que la síntesis de DNA sea el efecto prima­
rio pero en ausencia de ésta el sistema disponga sus propios 
reguladores secundarios.
A tiempos mayores la síntesis de la clase "m" (25-28
min p.i.) parece bloquearse ya que RNA(+) 28 min es capaz de 
competir un 78% de la marca (Figura 18).
DISCUSION DE LOS RESULTADOS
El bacteriófago mutante HA20, representante del cis- 
trón 27, fue descripto por Okubo y col (115), como deficien 
te en replicación, y en el presente trabajo presentamos evi^  
dencias de que a tiempos muy tempranos (3-7 min) tiene un 
nivel de transcripción viral más de 10 veces deprimido con
124
respecto al silvestre al mismo tiempo. Además, hace unos a- 
ños Glassberg y col. (54) han descripto el hallazgo de dos 
mutantes termosensibles, del cistrón 27, que presentaban e£ 
casa síntesis de DNA y defectos en su programa de transcrip 
ción.
Es poco lo que se conoce de este cistrón, y por ha­
llarse tan cercano en el mapa físico al cistrón 28, se hi­
zo necesario definir claramente si eran dos cistrones dife­
rentes .
Un hecho que llama la atención es que estos dos cis­
trones deben ser transcriptos antes de los 4 min p.i. y en 
esa zona se ha encontrado un solo promotor temprano (46). 
Nuestra primera hipótesis es que esa zona sería transcripta 
como un policistrón desde el gen 27. Una mutación sin sent_i 
do en éste podría darnos un fenómeno de polaridad (69, 105) 
que afecte la expresión del gen 28.
Por ensayos de complementación en medio líquido pode 
mos decir que el par de mutantes HA20-F21 complementaron 
con relativo buen rendimiento, casi 8 fagos por bacteria in 
fectada. Con estos resultados podemos decir que son cistro­
nes diferentes y que si existiera efecto polar sería muy dé 
bil.
Por experimentos de hibridización (Figura 17) obser­
vamos que la transcripción viral es máxima entre los 2 a 4 
minutos p.i., para luego disminuir marcadamente, hasta 100 
veces menos que el silvestre a tiempos tardíos (25-28 min 
p.i.). Esa brusca caída del nivel de transcripción podría 
ser atribuida a un gen regulador positivo distinto del gp28 
ya que en el mutante HA20 el gp28 es activo. Hecho éste de­
mostrado genéticamente (complementación en medio líquido).
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Además, el par HA20-F21 presenta un alto nivel de transcrip 
ción viral. Recientemente Chem y col. (25) han descripto 
por experimentos de transcripción-traducción acoplada que 
el mutante HA20 es capaz de transcribir a gp28.
Nos quedaba por dilucidar si eran transcriptas todas 
las clases de RNAs descriptas, pero en menor cantidad, si 
había carencia de alguna clase y si los inicios y bloqueos 
de síntesis eran respetados.
Para resolver esta incógnica realizamos experimentos 
de hibridización-competición y competición mezcla. Por los 
resultados obtenidos podemos decir que se inicia normalmen­
te la síntesis de los RNAs de las clases tempranas pero en­
tre los 4 a 7 minutos p.i. cae bruscamente el nivel de la 
masa de RNAs transcriptos. En estas condiciones el bloqueo 
de los RNAs de la clase "e" parece llevarse a cabo normal­
mente. Para arribar a esta conclusión nos apoyamos en que 
a este tiempo (4 a 7 min p.i.) el RNA(+) 7 min es capaz de 
competir totalmente a la marca, y como este competidor care 
ce de RNAs de clase "e" podemos afirmar que a ese tiempo no 
son transcriptos RNAs de clase "e".
Después de los 15 minutos p.i., comparando las Figu­
ras 18C y 19B, observamos que las especies de RNAs presen­
tes durante ese tiempo, serían comunes a los competidores 
RNA(+) 7 min y RNA(+) 10 min, pues ambos son capaces de com 
petir con igual eficacia la marca presente en el híbrido. 
Las clases de RNAs que cumplen con ese requisito son "em", 
"m" y "m^l"; esto nos haría pensar que los RNAs de la clase 
"n^l" no están presentes. Hecho este que confirmamos por 
los ensayos de hibridización-competición mezcla (RNA(+) 7 
min + RNA(+) 10 min) (Figura 19).
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En la Figura 19B mostramos por experimentos de hibri 
dización-competición mezcla que los RNAs de la clase "em" 
ya habían detenido su síntesis a ese tiempo (15-18 min p.i.). 
Normalmente éstos lo hacen a los 12 minutos p.i. y si bien 
no tenemos datos directos pensamos que su freno se puede ha 
ber llevado a cabo normalmente. Las evidencias que sostie­
nen lo antes dicho son que la competición por el RNA(+) 28 
min más el agregado de cantidades crecientes de Cm 12 min 
no fueron capaces de incrementar la competición con respec­
to a lo observado con el RNA( + ) 28 min solo. Ahora bien, es_ 
tos dos, 28 min y 28 min + Cm 12 min, son capaces de compe­
tir sólo un 33% de la marca presente. La única clase de RNAs 
que no puede ser competido por estos dos competidores es la 
clase "m". A tiempos mayores, 25-28 min p.i., el RNA(+) 28 
min es capaz de competir un 79% de la marca mientras que el 
RNA(+) 10 min se puede decir que compite del mismo orden 
(86%). Estos resultados nos hacen suponer que a este tiempo 
ya se produjo el bloqueo de la clase "m".
De la discusión realizada surgen varios interrogan­
tes :
1. Por la escasa masa de RNAs transcriptos podemos suponer 
que el sistema sólo es capaz de sintetizar unos pocos 
polipéptidos tempranos, muy escaso grado de proteínas me 
dias y no sintetiza proteínas tardías. Dentro de estos po 
eos polipéptidos se deberían encontrar los responsables 
del bloqueo de los RNAs de la clase "em", si es que éste 
existiese , ya que este freno podría ser atribuido a un 
efecto más general, tipo factor rho (138, 65). Si bien 
no se han hecho experiencias "in vivo", podemos imaginar 
que este bloqueo podría ser atribuido a un sistema también
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general, pero de origen viral, tipo TF1. Wilson y Geiduschek 
(187) han descripto un polipéptido que "in vitro" es capaz 
de frenar inespecíficamente la transcripción. Este es sinte­
tizado a tiempos tempranos y se acumula en gran cantidad den 
tro de la célula infectada. Berthold y Geider (10) han des­
cripto que este polipéptido presenta alta homología con la 
proteína II de E. coLL. Como ya hemos dicho (Ver Introducción) 
estas proteínas II serían capaces de inhibir la replicación 
y frenar inespecíficamente la transcripción (146).
Además Reeve y col (136) habían observado que en pre­
sencia de cloranfenicol se lograba incorporar el doble de la 
masa radioactiva que en ausencia de éste. Quizás esta mayor 
síntesis pueda deberse a la inhibición de la síntesis de pro 
teínas tempranas, como sería TFl, o de algún otro regulador. 
Sin embargo, no se tiene una noción clara de qué función cum 
pie TFl "in vivo" ni existen evidencias concretas sobre los 
responsables del freno de la síntesis de los RNAs de las cía 
ses "em" y "m" en ausencia de síntesis de DNA. Por las evi­
dencias presentadas ya no podemos aceptar la postura simpli£ 
ta de que el inicio de la síntesis de DNA sea único responsa 
ble del bloqueo de estas dos clases de RNAs ni que sea un 
mismo producto el responsable del bloqueo de ambas clases.
2. Un mutante del bacteriófago T4, representante del cistrón 45, 
presenta un fenotipo bastante similar al del mutante del ci£ 
crón 27 de SPOl, pero en nuestro caso son muchos los pasos 
que se desconocen y hacen difícil el poder dilucidar a tra­
vés del conocimiento de otro sistema el rol de gp27. Además 
del poco conocimiento que tenemos del gp27 hemos encontrado 
claras diferencias con el gp45. Este último, al estar mutado, 
se convierte en deficiente en replicación (8). El gp45, al
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asociarse con los gp44 y gp62, incrementa el grado de sínte 
sis de DNA (124). No es lógico pensar que el mutante HA20, 
con un programa de transcripción viral fuertemente afectado, 
juegue un rol directo en la replicación. Además hace unos 
años (55) se han obtenido mutantes termosensibles en el cis 
trón 27 con escasos defectos sobre la síntesis de DNA.
En cuanto al programa de transcripción gp45 se une a 
la RNA pol modificada por T4 (133) y de alguna manera juega 
un rol importante en la síntesis de RNAs de las clases tar­
días (193) e interviene junto con los gp44-62 y gp32 en la 
desestabilización y mantenimiento de este estado de la do­
ble hélice (89). En nuestro sistema desconocemos qué rol 
juega el gp27, pero en ausencia de éste tenemos un fenotipo 
con una marcada falla en transcripción viral media y ausen­
cia de tardía. Esas serían más las características de un 
gen regulador que de un modulador como el gp45 del fago T4. 
Se hace necesario un mayor número de conocimientos para dess 
cartar la posibilidad de similitudes entre ambos sistemas.
3. En el bacteriófago SP82, estrechamente relacionado con SP01 
(79) se ha copurificado, junto con el complejo de la RNA 
pol modificada por la proteína de 26K o 28K de peso molecu­
lar, según los autores (121, 30, 158, 159) un péptido de 
18K (2, 3). Estos últimos no ven una activa transcripción 
viral a partir de promotores medios, cuando al núcleo de la 
RNA pol bacteriana (aBB') se le agregaba el polipéptido de 
18K, y como era esperado, se observaba una marcada transcri£ 
ción cuando al núcleo se le agregaba el polipéptido de 26 o 
28K.
La ausencia de gp27 presenta un efecto pleiotrópico 
sobre el programa de transcripción viral, quizás tal efecto
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fuese atribuible a que (a) regula la expresión del gp28, (b)
o que interviene en la modificación de la RNA pol celular y 
(c) otro mecanismo, por ejemplo, tipo rho.
Cuando analizamos al polipéptido de 18K de SP82, pen­
samos que por su unión a la RNA pol podría jugar un rol regu
lador, quizás similar al gp27. Pero será necesario un mayor 
conocimiento de estos polipéptidos para saber qué función 
cumplen dentro del complejo mecanismo transcripcional.
4. Cuando se pretendió traducir en un extracto libre de células,
de E. c o l ¿ , los mRNAs de SP82 transcriptos "in vivo" por la 
por la RNA pol de 8. no se encontró el polipéptido de
28K (64) pero sí se pudo obtener, tanto en presencia como en
ausencia de Cm en un sistema acoplado transcripción-traduc­
ción de B. 6ubtÁJLLó (98) . Estas observaciones son coherentes 
con mRNAs procesados pre o post-traducción, como lo sería si 
fuese policistrónico. Quizás la maduración posterior "in vi­
vo" del gp28 pueda ser mejorada por la expresión de algún o- 
tro gen temprano, gp27, o directamente el gp28 es procesado 
del mRNA 27-28 (hipótesis policistrón 27-28). Aunque no es 
lógico pensar que una mutación en el posible modulador tenga 
una alteración previa y casi de la misma magnitud, salvando 
la diferencia temporal, que la del gen que modula.
5. Recientemente se ha construido un mapa físico del bacteriofa 
go SP01, basado en fragmentos de DNA obtenidos después de 
tratar a éste con diversas enzimas de restricción (169, 170, 
171). En un paso posterior se analizó a qué zona de los frag 
mentos se unía la RNA pol bacteriana, y a ellos se los llamó 
promotores tempranos (Pe) a los sitios a los que se unía la 
RNA pol modificada por gp28 se los llamó promotores medios 
(Pm), y por último a los que se unía la RNA pol modificada
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por gp33 y gp34, se los llamó promotores tardíos (Pl)(169, 
46) .
Por análisis "in vitro" en la región 27-28, mapeada 
entre los 89 a 91 Kpb, se han ubicado con precisión un pro­
motor temprano y uno medio (25). Si ambos cistrones se trans 
cribieran desde el único Pe, en esa zona, nos quedaría por 
pensar que en el HA20 hay un efecto polar muy débil, ya que 
ambos mutantes complementan. Una hipótesis sería (Figura 20) 
que esta zona, a tiempos tempranos, sea transcripta desde el 
Pe y como policistrón. Luego del procesamiento y traducción 
del gen 28, este gp28 podría modificar a la RNA pol para 
luego transcribir desde el Pm. Pero ante esa hipótesis nos 
quedaría sin explicar la posible función del gp27.
Después de este análisis todo lo que podemos decir 
del representante del cistrón 27 es que la ausencia de un 
gp27 activo altera y bloquea muy temprano al programa de 
transcripción viral, hecho este que demuestra la necesidad 
del sistema de este gen regulador positivo. Por otro lado, 
no es lógico pensar que gp27 pueda modular la expresión de 
gp28 y que afecte al sistema mucho antes que la expresión 
de su blanco a modular.
Además un hecho atractivo que presenta este mutante 
es que a través de él se podría llegar a dilucidar los meca 
nismos moleculares sobre la represión de la síntesis de las
distintas clases de PvNAs.
Figura 20
cistron 28
Modelo de transcripción policistrónica temprana y media de 
los genes 27 y 28.
mRNAtemp: RNA mensajero temprano; mRNAmed: RNA mensajero 
medio; Pe: promotor temprano; Pm: promotor medio.
DI S C U S I ON
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I, NECESIDAD DEL SISTEMA DE UNA DNA TOPOISOMERASA
En el primer capítulo hemos demostrado que SPOl re­
quiere para su expresión una DNA topoisomerasa activa y he 
mos presentado evidencias genéticas sobre la existencia 
del producto de un gen/es viral/es que reemplaza a la sub­
unidad A de la DNA girasa bacteriana (167) para formar a 
la SPOl DNA topoisomerasa.
De nuestro diseño experimental no podemos inferir 
que esta proteína viral tenga función de corte y reunión 
en sitios específicos, pero es lógico pensarlo ya que sus­
tituye, en el sistema SP01-B. ¿ubtiZÁJ ,^ a la subunidad de la 
DNA girasa celular que posee esa función. Por otro lado, 
t^das las DNA topoisomerasas II descriptas superenrollan 
negativamente al DNA según un modelo de acción más o menos 
general, el cual implica un reconocimiento de los sitios 
específicos de unión al DNA y el corte de ambas cadenas.
Podríamos suponer que la función viral se uniría a la 
subunidad B de la DNA girasa bacteriana para conformar la 
enzima activa, ya que en todos los casos conocidos las sub 
unidades de DNA girasa son inactivas cuando se disocian.
Descartamos la formación de una enzima totalmente 
independiente codificada por el fago porque los experimen­
tos con Novo demuestran el requerimiento de la subunidad B 
bacteriana.
Por consiguiente, podemos concluir que SPOl codifi­
caría una proteína con función similar a la de la subuni­
dad A, pero ésta sería capaz de reconocer al genoma viral. 
Quizás podamos explicar la necesidad de este reemplazo a
través del conocimiento de otros sistemas.
1 3 3
En E. c o t í (102) se ha demostrado que la DNA girasa 
se une específicamente al DNA en zonas de 140 pb, segmen­
tos éstos protegidos de la digestión por nucleasas (86).
Si bien no se conoce si el corte se produce dentro o fue­
ra de esta zona conservada, la subunidad A lo hace entre 
timina (T) y guanina (G) en ambas cadenas, reconociendo 4 
pb y quedando covalentemente unida al 5' terminal de los 
segmentos cortados. Estas observaciones fueron hechas (103) 
sobre DNAs de distintos orígenes que poseían T, aunque pa­
ra Gellert y col. (50) no hay una regla aparente referente 
a esta especificidad de escición.
Una hipótesis lógica sería pensar que SPOl, por po­
seer hmU en lugar de timina, requiera reemplazar a gyrA 
por un producto viral que reconozca la inusual composición 
de su DNA. Por esta causa la subunidad A podría no recono­
cer esas 140 pb, o el sitio de corte propiamente dicho, 
que ahora estaría entre hmU y guanina. Reforzando esta i- 
dea, Lee y col. (80) han presentado evidencias de que por 
la presencia de esta base rara el fago modifica a la RNA 
pol para transcribir a los promotores medios y tardíos.
Ha sido descripto que otros bacteriófagos, además 
de SPOl, codifican o modifican a la DNA topoisomerasa II.
El bacteriófago T4, quizás por poseer hidroximetilcitosina 
en lugar de citosina, requiere reemplazar a la DNA girasa 
por la T4 topoisomerasa (88, 165) para replicar su genoma 
(90). Sin embargo, la enzima viral no sería obligatoriamen 
te necesaria para la transcripción porque la RNA pol bacte 
riana, como ya dijimos, es capaz de transcribir un DNA re­
lajado. Además, Mac Carthy (95) ha demostrado que T4 es ca 
paz de utilizar alternativamente a la DNA girasa para
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transcribir su genoma. El bacteriófago 0X174 (59) utiliza­
ría para su forma replicativa II a una topoisomerasa II'
(52) compuesta por A2Bl (51). Recientemente se han descrip 
to varios bacteriófagos que utilizan a la DNA girasa para 
replicar su genoma (ej. T7) y otros que la requieren tanto 
para replicar como para transcribir (106) .
I I, CORRELACION ENTRE EL GRADO DE SUPERENROLLAMIENTO Y LA TRANS 
CRIPCION VIRAL.
En el Capítulo II describimos que como consecuencia 
do la inhibición de la subunidad B de la DNA girasa bacte­
riana, el nivel de transcripción viral se deprime y que 
las clases de RNA transcriptos resultan alteradas. Estos 
resultados son coincidentes con los obtenidos en otros sis 
temas en los que se ha observado que la inhibición de la 
DNA girasa reduce la capacidad de transcripción (Ver Intro 
ducción).
Esta disminución de la síntesis de DNA podríamos a- 
tribuirla a una disminución del número de giros negativos 
en el DNA. Si bien el grado de superenrollamiento del DNA 
intracelular en bacterias tratadas con inhibidores de la 
DNA girasa no ha sido medido directamente, se puede suge­
rir tal pérdida por la determinación de la densidad del DNA 
purificado y de su velocidad de migración en geles de aga­
rosa, tal como se observó en E. c,o£¿ (28) o en el fago lamb- 
da (48, 106, 107) después de inhibir a la DNA girasa con 
Cou.
En nuestro sistema SPOl-B. 6ubtyLLL¿ en presencia de
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Novo observamos que se produce la transcripción viral tem­
prana. Esto indicaría que en el proceso de inyección, el 
DNA del fago adquiriría una configuración tal que sus pro­
motores serían reconocidos por el sistema de transcripción 
bacteriana. Desconocemos qué grado de superenrollamiento 
tendría el DNA en estas condiciones. Sin embargo, Reisbig 
y col. (137) han demostrado que la RNA pol bacteriana se 
une a DNAs relajados, unión ésta que no es capaz de hacer 
el "core", y Kubo y col. (76) observaron que en ausencia 
de supergiros la transcripción caería a la mitad pero se­
guiría siendo activa. Ahora bien, en otros sistemas (106, 
139, 196) se ha demostrado que tanto el grado de transcrip 
ción como la formación del complejo de iniciación con la 
RNA pol es mejorado si el DNA está superenrollado.
En las condiciones antes dichas la síntesis de RNAs 
tempranos continúa siendo activa aún a tiempos tardíos. 
Quizás este efecto pueda ser atribuible a que sería necesa 
rio un DNA superenrollado negativamente para el freno nor­
mal de su síntesis.
En el Capítulo II se presentan evidencias que demues 
tran que en presencia de Novo los RNAs tardíos no son trans 
criptos. Esta ausencia de transcripción, además de ser cau­
sada por el acople entre replicación-transcripción, podría 
ser atribuida a que por la pérdida del grado de superenro­
llamiento del DNA la RNA pol modificada por gp33 y gp34 se 
ría incapáz de reconocer a los promotores tardíos.
Rabussay y Geiduschek (129), haciendo una revisión 
sobre los controles de regulación de SPOl, propusieron que 
el freno de "e" era atribuible a la modificación de la RNA 
pol por gp28, y en el presente trabajo presentamos evidencias
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de que aún en presencia de un gp28 activo es necesario un 
determinado estado topológico para el freno de esta clase 
de RNAs. Además, Fujita y col. (38), en un mutante del cis 
trón 28, aunque no precisa temporalmente el freno "e", su­
gieren la existencia de tal freno. Añón (5) utilizando el 
mutante 036 (representante del cistrón 28), observó que es 
tos RNAs de clase "e" eran frenados a un tiempo relativa­
mente normal.
Como ya vimos en el Capítulo II, la síntesis de RNAs 
de clases medias parece no ser afectada por Novo. Por lo 
tanto, podemos suponer que las proteínas del complejo de 
replicación son transcriptas y que la ausencia de síntesis 
de DNA no se debe a algún efecto pleiotrópico del antibió­
tico, sino a la acción directa de Novo sobre la SP01 topo- 
isomerasa. En esas condiciones la síntesis de RNAs virales 
tardíos se encuentra casi totalmente bloqueada. Esta inhi­
bición es atribuíble a una enzima de replicación que están 
do inactiva produce disminución del grado de superenrolla- 
miento del DNA, o a que en ausencia de replicación del DNA 
molde no sería "competente" para ser transcripto, o a la 
conjunción de ambas causas. Todas estas hipótesis están a 
favor del acople replicación-transcripción viral tardía.
En el bacteriófago T7 se ha demostrado (27) que al inhibir 
a la replicación con los inhibidores de la DNA girasa no 
hay transcripción viral tardía. La mayor diferencia con 
nuestro sistema es que SP01 además requiere a gyr B activa 
para frenar la síntesis de RNAs de las clases tempranas; 
en cambio en T7 su efecto sobre la transcripción viral tar 
día es estrictamente por acople entre la replicación y la 
transcripción.
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En SP01 esta falta de transcripción viral tardía no 
puede ser causada por la ausencia de la RNA pol modificada 
por gp33 y gp34, ya que estos últimos son transcriptos a 
tiempos tempranos (25) y medios (46) y a esos tiempos la 
transcripción viral parece ser normal. Sin embargo, no po­
demos descartar la posibilidad de que la disminución del 
grado de superenrollamiento influya directamente sobre la 
capacidad de la RNA pol para reconocer la secuencia del 
promotor del DNA molde, o sobre las proteínas capaces de 
formar nucleosomas, que ahora no reconocerían su sitio de 
unión al DNA.
l i i t  NECESIDAD DE LA REPLICACION VIRAL PARA LA TRANSCRIPCION V I ­
RAL TARDIA,
En el Capítulo III se estudió el programa de transcrip 
ción de los mutantes deficientes en replicación y se observó 
el acople entre esta última y la transcripción viral tardía. 
El grado de este acople varió de acuerdo al gen analizado.
La ausencia de transcripción:viral tardía en mutantes 
de los cistrones 27 y 28 es atribuible a un efecto pleiotró- 
pico producido por la carencia de transcripción media, que a 
su vez originaría la falta de síntesis de los genes 33, 34 y 
de aquéllos involucrados en replicación. Esta situación que 
era conocida para mutantes del gen 28 (6, 29) se describe 
por primera vez en este trabajo para el gen 27. El resto 
de los mutantes DO analizados, con excepción del mutante re­
presentante del cistrón 21, presentan acople entre la repli­
cación y la transcripción viral tardía, si bien este efecto
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es variable de un mutante a otro. En los mutantes represen­
tantes de los cistrones 22, 23, 29, 30 y 32 no se observó 
transcripción viral tardía de la clase "1". Con respecto a 
los dos cistrones restantes, Añón (5) encontró, en un mutan 
te en el cistrón 29 (F13) y en el del cistrón 31, que éstos 
eran incapaces de transcribir RNAs de la clase "m^l", pero 
sí "1". Nosotros observamos que esos mismos mutantes pueden 
transcribir RNAs de la clase "1" pero en baja proporción de 
bido a que la masa de RNAs transcriptos era muy escasa.
Los datos existentes en bibliografía sobre el acople 
son contradictorios. Como ejemplo de estas controversias a- 
nalizaremos a uno de los mutantes. Gage y Geiduschek (41) y 
Fujita y col. (38) han demostrado que el mutante F30 del 
cistrón 22, en ausencia de replicación, tiene bloqueada la 
transcripción viral tardía y en especial los RNAs de la cía 
se "1". En el presente trabajo, analizando al mismo repre­
sentante del cistrón 22, obtuvimos un nivel de transcrip­
ción tardía deprimido más de 10 veces con respecto al fago 
silvestre y con escasa transcripción de las dos clases de 
RNAs tardíos. Por otro lado, Talkington y Pero (169) no ha­
llaron tal inhibición cuando hicieron análisis por Southern 
con RNAs marcados de células infectadas con el mutante F17 
del mismo cistrón; más aún estos autores encontraron que se 
producían dos proteínas codificadas por los RNAs de la cla­
se "1". Recientemente, Heintz y Shub (61) han demostrado 
que esas dos proteínas aparecen después que otras proteínas 
tardías y que en condiciones de replicación inhibida tienen 
un nivel de síntesis muy escaso. Estos resultados parecen 
invalidar los de Talkington y Pero (169) y por ende apoya­
rían la existencia de acople.
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Cuando analizamos "in vivo" el programa de transcrip 
ción del mutante HA20, representante del cistrón 27, obser­
vamos que tanto su incapacidad para sintetizar DNA como pa­
ra transcribir RNAs tardíos se debe más a un efecto pleio- 
trópico que al acople. En este mutante su programa de trans 
cripción se encuentra severamente afectado presentando ca­
racterísticas fenotípicas de un gen regulador temprano.
Desconocemos el mecanismo molecular por el cual este 
gen se expresa, pero de su estudio "in vivo" hemos obtenido 
resultados que definen algunos controles de la regulación 
de la transcripción. Con respecto a este último punto, pode­
mos decir que ha sido descripto que los RNAs de la clase 
"e" son frenados por la presencia de un gp28 activo, y que 
los RNAs de las clases "em" y "m" son bloqueados a un mismo 
tiempo, ya sea por el inicio de la síntesis de DNA o por 
gp33 y gp34 al modificar a la RNA pol (129, 174). En el Ca­
pítulo II hemos demostrado que además es necesario un cier­
to estado topo lógico del DNA para frenar a los RNAs tanpranos y en 
el Capítulo III hemos presentado evidencias de que en ausen 
cia de un gp27 activo ya entre los 15-17 min p.i. la sínte­
sis de RNAs de la clase "em" está frenada, no así la clase 
"m". Aunque la cuantificación de esta observación es difí­
cil porque la masa de RNAs producida es muy escasa.
El hallazgo de un número limitado de promotores tem­
pranos en el genoma de SP01 (46) sugiere que en este fago 
debe ser común la transcripción policistrónica. Este fenóme 
no ha sido descripto con las siguientes variables : en
T7 la RNA pol reconocería múltiples promotores y un signo 
común de terminación (118) y en el bacteriófago lambda don­
de por el contrario, la transcripción tardía se lleva a cabo
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desde un único promotor con múltiples signos de terminación.
En el policistrón rlIAB del bacteriófago T4 Pribnox 
y col. (126) han demostrado que existe un promotor medio 
rlIB^ dentro del cistrón rlIA y Young y Menard (199) sugie­
ren un mecanismo de "read-through" en el cistrón rlIB.
La existencia de un único promotor temprano en la zo 
na de los genes 27 y 28 nos indujo a pensar que se transcri^ 
bían en forma coordinada. La traducción de este mensaje ten 
dría posiblemente un codón de terminación al final del cis­
trón 27 y un sitio de iniciación para gp28 a continuación.
Esta propuesta explicaría la muy baja polaridad de 
la mutación supresible en el cistrón 27.
Los genes 33 y 34 cuya acción compuesta se requiere 
para la modificación de la RNA pol para transcribir a los 
RNAs de las clases tardías, se sintetizan desde un promotor 
común (36) . Resulta tentador formular por analogía la hipó­
tesis de que gp27 y gp28 fuesen comodificadores de la espe­
cificidad de la RNA pol bacteriana para producir RNAs me­
dios .
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CONCLUSIONES
1. El bacteriófago SPOl requiere para su desarrollo:
a) una función, sensible a Novo, aportada por la bacteria;
b) el producto viral de una función, sensible a Nal 150 yg/ 
mi, codificado en su genoma.
En este trabajo se llama a la acción enzimática conjunta 
de ambos polipéptidos"SPOl DNA topoisomerasa".
2. Para la síntesis de DNA de SPOl es indispensable la acti­
vidad de la SPOl DNA topoisomerasa
3. La transcripción temprana y tardía de SPOl es afectada por 
la carencia de la SPOl DNA topoisomerasa.
a) No se produce la detención de las clases tempranas.
b) No se realiza la síntesis de las clases tardías (aunque 
esto pueda explicarse por la carencia de replicación).
4. La transcripción media parece no ser afectada por la ca­
rencia de la SPOl DNA topisomerasa.
5. La mayoría de los mutantes DO son incapaces de sintetizar 
RNAs tardíos. Este fenómeno ha sido definido como acople 
entre replicación y transcripción.
6. El mutante HA20 del cistrón 27 posee las siguientes carac 
terísticas:
a) Disminuye grandemente su nivel de transcripción des­
pués de los 4 minutos post-infección.
b) Antes de ese tiempo se transcriben en forma mayorita- 
ria especies de RNAs pertenecientes a las clases "e" y 
" em ".
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c) Las especies "e" dejan de sintetizarse normalmente y 
las "em" ya no son transcriptas entre los 15-18 minu 
tos post-infección.
d) El mutante HA20 presenta una muy escasa síntesis de 
RNAs de las clases medias.
e) El mutante HA20 es incapaz de transcribir RNAs perte 
necientes a las clases tardías.
Se propone un modelo por el cual gp27 funcionaría como un 
control temprano de transcripción.
Se transcribe el artículo 11 del reglamento de tesis:
"La Facultad no se hace solidaria de las opiniones vertidas
en una tesis".
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